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O que é o0 BioReP?

E um Programa de Biotecnologia para Reproducdo de Peixes e Crustaceos que
apresenta grande potencial para ampliagdo do setor aquicola de corte e ornamental no Nordeste e
para o pais. A aquicultura biotecnoldgica vem para atender a uma demanda ja evidenciada por anos

nesse setor com maior crescimento na area da producdo animal nos ultimos anos (FAQO, 2018).

Quiais os Objetivos do BioReP?

Seu principal objetivo é desenvolver e aprimorar ferramentas reprodutivas para aumentar a
producdo de especies aquaticas em ambientes continentais e marinhos, com o desenvolvimento de
tecnologias de Cultivo In Vitro e Transplantes de Células Reprodutivas, promovendo assim o
fornecimento de alevinos e consequente desenvolvimento sustentavel da aquicultura no Brasil.

Objetivos secundarios podem ser resumidos em: aprimorar a técnica de ‘“barriga
substitutiva” para peixes e crustaceos de valor comercial; desenvolver protocolo para producdo de
peixes tripldides que sirvam como receptores para reproducdo em cativeiro; isolar e cultivar células-
tronco da linhagem germinativa (espermatogénias e oogdnias) e produzir matrizes e reprodutores
substitutivos de espécies com nenhuma ou dificil através do transplante de células-tronco da
linhagem germinativa bem como gerar dados sobre a fisiologia e eventuais patologias nas espécies

aqui estudadas

Como alcancgar esses objetivos?

Para que nossos objetivos sejam alcancados vamos expandir nossos horizontes de pesquisas
na area animal, ultrapassar novas barreiras para alcangar linhas de trabalho pautados no
compromisso continuo e aplicado, evoluindo da pesquisa basica. Vamos unir e aumentar o conjunto
de dados e expertises em biologia e biotecnologias reprodutivas, fisiologia, patologia, bioquimica,
histologia, hematologia e genética como suporte ao cultivo de organismos aquaticos, e com isso
integrar o contetido dos profissionais na universidade.

A incorporagdo dos conhecimentos entre as areas da Engenharia de Pesca e Medicina
Veterindria a outras areas de tecnologias propiciam um novo cendrio e beneficios para o
desenvolvimento da aquicultura do pais, traz ganhos inestimaveis para 0 meio ambiente e para

UFERSA, que sera a primeira no nordeste a abordar essa linha de pesquisa.



O programa engloba varios projetos que irdo proporcionar pesquisas para estudantes de graduacéo e
po6s-graduacdo das areas de medicina veterinria, engenharia de pesca, biotecnologia, zootecnia e
demais areas afins sempre pautados em pesquisas tecnologicas, transferéncia de tecnologia e
empreendedorismo.

Que Projetos Integram o Programa BioReP?

I.  Producéo de tripléides de peixes para uso em biotécnicas reprodutivas
Il.  Caracterizacdo, isolamento e cultura de espermatogdnias e oogonias de peixes e crustaceos;

1. Criopreservacdo de gonadas e células germinativas (oogonias e espermatogdnias) de peixes
e crustaceos;

IV.  Transplantes de células germinativas em peixes

Como operacionalizar o Programa BioReP?

Alguns objetivos dos projetos que integram este programa serdo realizados por alunos de
graduacdo e pds-graduacdo. Para suprir a demanda por recursos financeiros, pretendemos realizar
parcerias publicas com instituicdes governamentais nos ambitos estadual e federal, participando de
editais de fomento, além de parcerias publico-privadas ligadas ao ramo da aquicultura comercial

ornamental e de corte.

PROJETOS DO PROGRAMA

1. PRODUCAO DE TRIPLOIDES DE PEIXES PARA USO EM BIOTECNICAS
REPRODUTIVAS

1.1. Introducéo
A aquicultura tem contribuido para o fornecimento de proteina animal para o consumo
humano pela produgéo de peixes e crustaceos. O numero de espécies de peixes comercializados
para reproducdo ou engorda é amplo, sendo algumas bastante apreciadas e de elevada importancia
econdmica. Entretanto, como parte delas apresenta reproducdo tardia, baixa fecundidade e/ou ndo
conseguem se reproduzir naturalmente em cativeiro, a intervencdo humana se faz necessaria,

gerando demandas tecnolégicas importantes.



A reproducéo de peixes enfrenta barreiras reprodutivas, que afetam a oferta de alevinos no
mercado. Este cendrio possibilitou o emprego de novas técnicas como, por exemplo, o transplante
de células tronco germinativas, que vém sendo utilizado nas duas Ultimas décadas em mamiferos e
que, para peixes apresenta elevado impacto biotecnologico devido as suas caracteristicas
reprodutivas.

A utilizacdo da técnica de triploidizacdo j& é empregada mundialmente com resultados bem
significativos para aquicultura. Esta técnica serve para esterilizar peixes, o que favorece no
crescimento e uniformizacao do lote com melhor aproveitamento de carcaca (NASCIMENTO et al.,
2017), como ja é usada para o salmdo. Entretanto, ela também vem sendo usada para o
fornecimento de exemplares estéreis, resultado da falta de desenvolvimento gonadal provocado pela
incompatibilidade dos conjuntos cromossdmicos (CHOURROUT et al., 1986). Outra importante
aplicacdo € no desenvolvimento de biotécnicas reprodutivas de transplantes de células tronco
germinativas, popularmente conhecida no Brasil como “barriga de aluguel” com vista a preservagio
de espécies (AMBIENTAL BRASI, 2015).

Trabalhos recentes foram publicados em funcdo de demandas relacionadas a producéo de
receptores triploides (3n) (LACERDA et al., 2010; 2013; YOSHIZAKI; LEE, 2018). No Brasil
varios trabalhos foram e estdo sendo desenvolvidos na udltima década sobreo tema, como o0s
realizados para as espécies jundia Rhamdia quelen (SILVA et al., 2007; WEISS; ZANIBONI-
FILHO, 2009; 2010; com a tilapia e seus hibridos (BRAMICK et al., 1995; AVILA, 2004;
HASSAN et al., 2018); com lambari Astyanax altiparanae (FONSECA et al., 2011; MARTINS,
2019); tambaqui e seus hibridos (SATO , 2015); mandi Pimelodus maculatus (BERTOLINI, 2018),
dentre outras espécies.

A poliploidizacdo é uma técnica de manipulagdo cromossdmica em que os individuos
possuem quatro conjuntos de cromossomos homologos (WEBER et al., 2015). Triploides podem
ser encontrados em populagdes selvagens de peixes (CENTOFANTE et al., 2001; SILVA et al.,
2011; SATO, 2015) ou atraves da indugdo com uso de métodos fisicos e quimicos (TIWARY et al.,
2004; HUERGO; ZANIBONI-FILHO, 2008). Quando induzida, a reprodugdo com hormonios é
realizada seguida da unido dos gametas para fertilizacdo. Minutos depois de fertilizados os ovos séo
submetidos a processos que favorecem a retencdo do segundo corpusculo polar por um determinado
tempo e condicGes especificas para cada espécie.

Os processos para indugédo da triploidia podem ser por choques de temperatura, pressao
hidrostatica, produtos quimicos como a colchicina e a citocalasina (PIFERRER et al., 2009; SATO,
2015) e choques elétricos (HASSAN et al., 2018). A eficacia dos tratamentos para inducdo da
triploidizacdo estd relacionada ao tempo de iniciagdo do choque, & intensidade e a duragédo
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(DUNHAM, 2004). Apos o tratamento, os peixes sdo submetidos a engorda e em determinado
momento sdo testados para confirmagéo da triploidia.

A confirmagdo da producdo de exemplares 3n pode ser feita por alguns processos ja
estabelecidos na literatura. Estas verificaches acontecem mais comumente pelas contagens de
cromossomos (HASSUN et al., 2018; OKOMODA et al., 2018a; LIU et al., 2001) e pela
caracterizacdo eritrocitaria (NORMALA et al., 2016; OKOMODA et al., 2018b). Para preparacao
cromossémica em peixes sao utilizados os métodos in vivo (BERTOLLO et al., 1978) e o método in
vitro (FORESTI et al., 1993), através da andlise de varios tecidos dos peixes, principalmente de rim,
branquia ou baco. Essas avaliacfes pressupdem que o peixe deva ter um tamanho minimo
adequado.

A andlise eritrocitaria demonstra que, em peixes tripldides, os eritrocitos sdo maiores em
comparacdo com os diploides (KARAMI et al., 2010; NORMALA et al., 2016). Para realizar a
analise dos eritrocitos é necessaria a retirada do sangue (1 gota para o esfregaco) de peixes que
receberam o tratamento, para avaliar o tamanho e formato dos eritrocitos (3n) e comparar com
exemplares ndo submetidos aos tratamentos (HASSUN et al., 2018). Este tipo de avaliagdo vem
sendo aprimorada nos Ultimos anos e demonstra confiabilidade nos resultados, além de ser mais
simples é rapida. Contudo pode ndo servir todas as espécies, necessitando do desenvolvimento de
protocolos especificos e individuais, justificando esse estudo.

Devido a crescente demanda por peixes triplides e a caracteristica da esterilidade
importante para a producdo de receptores de transplantes, este trabalho visa contribuir com a
producdo de protocolos para aumentar a disponibilidade de espécies de peixes triploides para serem

usados na aquicultura e em biotécnicas reprodutivas neste grupo de animais.

1.2. Objetivos
Geral
Produzir peixes tripldides (3n) estéreis para serem utilizados em biotécnicas reprodutivas como
receptores de células germinativas de espécies ameacadas de extin¢cdo e/ou com potencial para
aquicultura de corte e ornamental.
Especificos
e Montar protocolo de producdo de peixes receptores estéreis (3n) em larga escala atraves das
técnicas de triploidizacdo;
e Avaliar e desenvolver métodos menos invasivos de verificagdo de 3n nos individuos
submetidos aos tratamentos;
e Avaliar a possivel esterilidade dos 3n resultantes;

e Avaliar a sobrevivéncia e possiveis deformidades ocasionadas pela inducéo;



e Verificar o desempenho zootécnico dos 3n na aquicultura;

1.3. Justificativa

Conforme ja foi salientado, a necessidade de peixes 3n vem crescendo bastante nos ultimos
anos, tanto para serem usados diretamente no cultivo, como para seu emprego em técnicas
biotecnologicas da reproducdo. A abordagem de producdo de exemplares 3n ja é bastante
difundida e largamente utilizada mundialmente, com a finalidade de producdo de exemplares

polipldides, que demonstram caracteristicas peculiares para o setor aquicola mundial.
Ademais, poucas sdo as espécies com alto potencial para a aquicultura que tém protocolos
desenvolvidos para producdo de peixes 3n. Assim, o presente trabalho vem reafirmar sua

contribuicdo no desenvolvimento de tecnologias para a producdo aquicola

1.4. Material e Métodos

1.4.1. Espécies utilizadas

As espécies a serem utilizadas para os experimentos foram escolhidas estrategicamente com
base na proximidade filogenética a muitas espécies dentro de sua ordem ou familia, que
demonstram grande importancia ambiental (espécies com risco de extin¢do) e uso na aquicultura
de corte e/ou ornamental. O uso de 3n na producdo esta vinculado ao dominio da reproducéo
artificial de algumas espécies fora do ambiente natural e que apds a triploidizacdo demonstram
desenvolvimento e crescimento rapidos, o que é bom para seu emprego em técnicas
biotecnoldgicas. Essas espécies de peixes, listadas abaixo, ja sdo comercializadas comumente por
pisciculturas no pais e no mundo e apresentam proximidade filogenética com outras de grande
importancia para atividade aquicola e que ndo conseguem se reproduzir em cativeiro mesmo com
inducéo.

e Astyanax bimaculatus;

e Colossoma macropomum;
e Leporinus friderici;

e Leporinus obtusidens;

e Oreochromis niloticus;

e Pangasius hypophthalmus

e Piaractus brachypomus;



e Piaractus mesopotamicus;

e Pimelodus maculatus;

Todos os exemplares serdo adquiridos junto a empresas parceiras dos laboratérios SerTaoMar
(UFERSA) cujos manuseios das espécies ja sdo devidamente autorizadas pelos Orgdaos ambientais
competentes.

Para a producdo dos ovos, os reprodutores de cada espécie serdo distribuidos em tanques
apropriados de 15 mil litros com aeracdo continua. Cada tanque contera machos e fémeas que
permanecerdo juntos por serem peixes reofilicos e ndo apresentarem comportamento agressivo. Por outro
lado, as tilapias serdo separadas por sexo para evitar a reproducdo. Todos os exemplares serdo
marcados eletronicamente com chips para melhor identificacdo do sexo e controle, serdo alimentados

com racgdo para reprodutores em quantidade e granulometria compativel com seu tamanho e peso.

1.4.2. Identificacdo dos exemplares

De forma a identificar os exemplares, os mesmos serdo marcados individualmente com um
microchip de 8 a 12 mm a depender do tamanho de cada animal. Os microchips encapsulados em vidro
biocompativel, possuem nimeros Unicos de até 39 digitos e atendem a ISO 11784/85 FDX-B. Eles
serdo aplicados subcutaneamente proximos a nadadeira dorsal dos animais com uso de aplicador
individual esterilizado e descartavel.

Para que o procedimento seja executado, 0s animais serdo anestesiados com substancias
amplamente utilizadas e seguras para peixes (SIMOES et al., 2012). Tanto a benzocaina quanto o
6leo de cravo serdo diluidos em solucdo mée sera preparada na proporcao de 100 gramas ou 100 ml,
respectivamente em 1 litro de alcool (70%) e armazenados em frascos de vidro ambar com tampa
rosqueada. As concentracdes da solucdes-mae serdo entdo diluidas conforme as necessidades das
espécie apresentados na tabela abaixo. Apds constatada a inteira sedacdo de cada animal, ele sera
retirado da 4gua com toalha umida e tera o local da aplicagdo desinfetado com solucéo de povidine

degermante e posteriormente sera lavado com extrato de alho.

Quadro 1: Espécies, anestésico e doses a serem utilizados para chipagem dos peixes

Espécie Nome comum | Anestésico Dose Referéncia
Astyanax bimaculatus Lambari Benzocaina 100 mg L (GIMBO et al., 2008)
Colossoma macropomum Tambaqui Oleo de cravo 50mg L (SAKABE et al., 2010)
Leporinus friderici Piau trés pintas Oleo de cravo 25mg L (HAHN et al.,

2007)
Leporinus obtusidens Piau verdadeiro Oleo de cravo 50 mg L (MOTA, 2013)




Oreochromis spp. Tilapias Oleo de cravo 75mg L (VIDAL et al., 2008)

Pangasius hypophthalmus Panga - tubardo | Oleo de cravo 20mg L (HOSEINI et al., 2013)
de agua doce
Piaractus brachypomus Pirapitinga Oleo de cravo 50mg L (MARTINS et al.,
2014)
Piaractus mesopotamicus | Pacu Benzocaina e 150 mg L e 100 | (RODRIGUES et al.,
6leo de cravo mg L | 2015; OLIVEIRA,
respectivamente 2009)
Pimelodus maculatus Mandi Metanol 100 mg L e 100 | (BERTOLONI, 2018 ;
Oleo de cravo mg L LUCENA et al., 2013)

Em seguida a marcacgdo, 0 peixe ira para a caixa de recuperacdo com agua corrente limpa e com

oxigenacdo constante, posteriormente a sua recuperacgdo sera transferido para seu tanque.

1.4.3. Obtencéo dos ovos para triploidizacéo

Os ovos serdo obtidos pela inducdo de machos e fémeas da mesma espécie e de espécies
diferentes (quando for o caso dos peixes redondos para producdo de hibridos). Ap6s a indugdo, 0s
ovos serdo extrusados para obtencdo a seco e, ainda a seco, homogeneizados com o0s
espermatozoides, posteriormente serd adicionada agua para que ocorra a fertilizacao.

Para inducdo da maturacao final e desova dos peixes, sera utilizado horménio gonadotrépico
comumente realizado nas pisciculturas de todo mundo. Para as fémeas serdo aplicadas duas doses
(WOYNAROVICH E HORVATH, 1983) e nos machos apenas dose (inica, no momento em que as
fémeas recebem a segunda aplicacdo. O procedimento mais usual para inducdo é a hipofises de
carpa desidratadas andlogo de GhnRH (HARVEY; CAROLSFELD, 1993). Todas as doses utilizadas
para estas espécies seguirdo trabalhos ja publicados e as praticadas comumente nas pisciculturas,
sempre com base no peso dos animais (Quadro 2).

Quadro 2: Hormdnio para inducéo e dose a serem utilizadas nas espécies para producao de tripldides

Espécie Hormonio Dose Referéncia
Astyanax Extrato Bruto de | 5 mg/kg (fémeas 20% e 80%, 14 horas depois da | (ORBOLATO et
bimaculatus Hipofise de Carpa | primeira) e 3mg/ kg (machos dose Gnica) no | al., 2006

(EBHC) momento da segunda dose das fémeas MARCON et al.,
2019).

Colossoma Extrato Bruto de | 5,5 mg/kg (fémeas 1° 10% e 90%, apds 12 | (STREIT
Hipdfise de Carpa
(EBHC)

macropomum horas da primeira) e 2,5 mg/kg ( machos | JUNIOR et al.,

dose Unica) no momento da segunda dose | 2012).




das fémeas.

Leporinus EBHC 1,5 mg/kg (fémeas 33,% e 67%, apds 6 horas da | (SAMPAIO;
friderici primeira) e 1 mg/kg (machos dose Unica) no | SATO, 2009;
momento da segunda dose das fémeas. SOUZA, 2015).
Leporinus EBHC 5 mg/kg (fémeas 10% e 90%, 12 horas depois da | (QUEROL et al.,
obtusidens primeira) e 3mg/ kg (machos dose (nica) no | 2013).

momento da segunda dose das fémeas

Oreochromis

spp.

Gonadotrofina
coriénica humana

(hcG )

5000 Ul/kg (fémeas 10,% e 90%, ap6s 18 horas da

primeira)

(HASSUN et al.,
2018).

Pangasius Ovaprim (20 um | 0,3 e 0,6 ml/ kg nas fémeas e 0,4 ml/kg machos . (LEGENDRE et
hypophthalmus de GnRHa e 10 al., 2000).
mg de
domperidona)
Piaractus EBHC 5,5 mg/kg (fémeas 1° 10% e 90%, apds 12 horas da | (LIMA, 2014).
brachypomus primeira) e 2 mg/kg (machos dose Unica 0,5 ml/kg)
no momento da segunda dose das fémeas.
Piaractus EBHC 6 mg/kg (fémeas 1° 10% e 90%, apds 10 horas da | (GUERREIRO et
mesopotamicus primeira) e 3 mg/kg (machos dose Unica 0,5 ml/kg) | al., 2011).
no momento da segunda dose das fémeas.
Pimelodus EBHC 5,5 mg/kg (fémeas 1° 10% e 90%, apds 6 horas da | (BERTOLINI,
maculatus primeira) e 5 mg/kg (machos dose Gnica 0,5 ml/kg) | 2018).

no momento da segunda dose das fémeas.

1.4.4. Producéo de triploides
Para cada espécie estudada, um total de 21 mil ovos serdo utilizados em funcdo de
combinagOes entre métodos de triploidizacdo, triplicatas e tratamentos. Os testes para producéo de
triploides serdo realizados por trés metodologias diferentes a saber: a) por choques elétricos, b)

temperatura e c¢) pressdo, seguindo as metodologias ja descritas na literatura para este fim.

a) Inducdo a triploidia por choques elétricos

Apos a fertilizagdo, os ovos obtidos das espécies serdo equitativamente divididos e
submetidos a choques por 2, 3, 5, 10, 15, 20 e 25 minutos de exposicdo, adaptando a metodologia ja
usada para tilapias vermelhas (HASSAN et al., 2018). As correntes continuas da bateria serdo
ajustadas para produzirem um campo elétrico com 6, 12 e 24V. As extremidades positiva e negativa
séo as sondas elétricas e serdo colocadas nas bordas dos aquérios de 40 litros para cada tratamento
(tempo e voltagem) e o controle sem choque. Todos terdo uma tampa com 21 furos circulares para
colocar as peneiras com 0s respectivos ovos pos-fertilizacdo (Figura 1).



Em cada peneira serd colocada a mesma quantidade de ovos, que serdo alinhadas em
triplicatas em cada tempo pré-determinado de exposicdo aos choques elétricos e elétricos e
posteriormente colocados em estruturas para devida incubacdo. Todos os testes serdo realizados

com temperatura ambiente da agua.

GO O0OO00O0 O
OO0 0 O
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Figural: A) Esquema da vista lateral do aquario, B) Esquema da vista superior do aquario
para producéo de tripléides por choque elétrico.

Para que seja gerado um melhor campo elétrico, os ovos serdo incubados em salinidade
entre 5 PSU, o que favorece o conforto osmético até a eclosdo dos ovos (HASSUN et al., 2018). Os
tempos e choques serdo monitorados por cronémetro digital e a voltagem por um voltimetro digital.

Durante a incubacdo parametros de qualidade de agua serdo monitorados, como: salinidade,
temperatura, pH, OD, amoénia e sélidos, até a eclosdo, e ainda durante o crescimento para

monitoramento do desenvolvimento dos peixes.

b) Inducdo a triploidia por choques de temperatura

Apbs a fertilizacdo, os ovos obtidos das espécies serdo equitativamente divididos e
submetidos a choques de temperatura de 36, 38, 40 e 42°C para peixes de &gua fria e 18, 20, 22 e
24° C para peixes de agua quente. Em ambos 0s casos, 0 tempo de permanéncia para o0 choque de
temperatura sera de 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8 minutos de exposicdo (NASCIMENTO, 2015).

Os ovos serdo colocados em peneiras dispostas em aquarios de 40 litros para cada
tratamento (tempo e temperatura) além do controle sem variacdo de temperatura. Em cada peneira,
sera colocada a mesma gramatura de ovos, que serdo tirados em tréplica em cada tempo pré-
determinado dos choques, posteriormente seréo colocados em estruturas para devida incubacao.

Para os choques de temperaturas elevadas sera utilizado aquecedor termostato digital de
100W (Watts), que regula a temperatura desejada. J& para os de agua fria sera utilizado gelo e

cooler para manter a temperatura, acoplados com termémetro digital.

c) Inducdo a triploidia por choques de pressdo hidrostatica

Para producdo de 3n por pressdo, 0os ovos obtidos das espécies serdo equitativamente

divididos colocados em compartimento dentro da cAmara hiperbarica (Figura 2) e submetidos a uma
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determinada pressao (1, 2, 3, 4, 5 e 6 ATM — pressdo atmosférica) por um dado tempo (1, 2, 3, 4,5
e 6 minutos). Transcorrido o tempo, 0s ovos serdo retirados e colocados em incubadoras

especificas.

Figura 2. llustracdo de um modelo de cdmera hiperbarica para producdo de tripldide por choque de
pressdo (MOREIRA; HILSDORF, 2014)

1.4.4.1.Taxa de fertilizacéo e eclosao
Para todos os testes, como forma de avaliar a taxa de fertilizacdo e porcentagem da
eclodibilidade serdo utilizadas as equacfes abaixo (OKOMODA et al., 2018a; HASSAN et al.,
2018):

YeFertilizacio = Ovos fertilizados em placa de Petri 100
o eTtZaea0 = T N limero total de ovos na placa

larvas nao eclodidas
%Eclodibilidade = — X 100
Numero de ovos gerados

Determinada as taxas de eclosdo, os exemplares de cada tratamento (em tréplica) passardo
para caixas de 1.000 L para seu crescimento. As caixas terdo aera¢do continua (pedra porosa) em
temperatura ambiente, com drenagens semanais para retirada de solidos, restos de ragdo e fezes do
fundo. A reposicdo da agua sera feita para manter o nivel constante e sua qualidade quando

realizada a drenagem.
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As poés-larva, larvas e juvenis serdo alimentados com alimento vivo (nauplios de artémia,
microalgas) e racdo comercial com 40% de proteina bruta (PB), conforme a necessidade de cada
espécie. Estas serdo fornecidas 5 vezes ao dia e sua granulometria atenderd cada fase do animal

durante o cultivo.

1.4.4.2. Determinagéo da triploidia

A triploidia sera determinada de forma combinada (HASSAN et al, 2018) que envolve a
contagem de cromossomos (OKOMODA et al., 2018a) e a caracterizacdo eritrocitaria
(OKOMODA et al., 2018b) e a associacdo entre ambas analisadas por estudos de correlacéo
estatistica..

Apds os peixes atingirem 1 més de idade, 10 exemplares de cada tratamento serdo coletados
em tréplica para retirada de sangue da veia caudal com agulha calibre 30 e seringa heparinizada.
Uma gota de sangue serd utilizada para preparagdo do esfregaco (FELIPE et al., 2001; HASSAN et
al., 2018; OKOMODA et al., 2018b; NORMALA et al., 2016). As laminas serdo pigmentadas e
terdo 10 eritrocitos analisados para cada um dos cinco blocos determinados. As laminas serdo
mantidas até a confirmacdo do nimero de cromossomos para comparagao dos resultados.

Depois da amostra de sangue ser retirada, solucdo de colchicina a 0,05% sera injetada na
propor¢cdo de 1ml/Kg de peixe (HASSAN et al.,, 2018; OKOMODA et al., 2018a) e serdo
devolvidos aos aquéarios devidamente etiquetados com seus tratamentos. Os peixes serdo mantidos
por 2 a 3 horas e entdo sacrificados com uso de agua com gelo e eugenol. Confirmada a morte, terdo
suas branquias e rins retirados, picados e colocados em tubo de 1,5 ml contendo 0,075 Molar (M) de
KCL (cloreto de Potéssio).

Com pipeta graduada, a suspensdo sera aspirada e transferida para um novo tubo de 1,5 ml.
Apbs 1h, a suspensdo de tecidos sera centrifugada a 2.500 RCF por 10 min e o sobrenadante
descartado, deixando 1 ml acima do pellet celular. A célula sera ressuspensa em fixador metanol-
acido acetico (3:1) por trés repeticdo(20 minutos para cada repeticdo). A suspensdo de células sera
envelhecida por trés dias e posteriormente colocadas em laminas limpas com etanol e coloradas
com Giemsa a 10% (tampéo fosfato 0,01 M preparado a pH 7) por 1 h.

As laminas serdo secas e fixadas com 2-3 gotas de DPX, microfotografadas e as imagens
processadas usando o software Pesquisa Béasica do Elemento NIS (com ampliagdo de 100x). Com
as laminas preparadas, as placas metafasicas de cromossomos serdo contadas e anotadas para
posterior andlise de determinacdo da triploidia para cada grupo (OKOMODA et al., 2018g;
HASSAN et al., 2018).
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Com a triploidia analisada, as laminas com o esfregaco de sangue serdo utilizadas para
contagem e caracterizacdo dos eritrocitos dos peixes, confirmando se triplides ou dipldides. A
caracterizacdo acontecera pela determinacdo de seus tamanhos celulares e nucleares, bem como
areas, volume e proporcdes conforme formulas (FELIP et al.,, 2001; NORMALA et al., 2017;
HASSAN et al., 2018; e OKOMODA et al., 2018b) e figura abaixo:

Area do etitrécito =m X A X B
Volume do etitrécito = 4/ xm x (A/,) x (B/,)2

Relagdo do eixo = €1X0 menor/ . - principal

Proporgdo célula — area nuclear = 4€d nuclear/ 4rea celular

Relagio volume célula — nuclear = Volume nuclear/volum o celular

i
- -
-

|

-
- -
o

Figura 3. Esbogo de eritrocito com eixo principal de célula (A), menor eixo da célula (B), eixo
principal do ndcleo (a) e menor eixo do ndcleo (b) (HASSAN et al., 2018; NORMALA et al.,
2016).

Intervalos dos valores destes parametros (Figura3) de peixes 3n servem para determinar as
faixas 3n exclusivas. O parametro de maior porcentagem de células dentro de cada faixa tripldide

exclusiva sera a caracteristica para identificar a triploidia dentro de cada grupo.
1.4.4.3.Determinagao de possiveis deformidades
Possiveis deformidades serdo avaliadas logo apOs os peixes serem sacrificados para
confirmagéo da ploidia, todos exemplares identificados serdo fotografados e radiografados para

avaliacdo de deformidades dsseas. A avaliacdo fisica também serd realizada para ajudar na

identificacdo destas possiveis deformidades. Todos os dados serdo anotados para posterior avaliagdo
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1.4.4.4.Desempenho zootécnico e biometrias

Determinado o método de anélise de confirmac&o da triploidia por sangue, os exemplares de
todos os tratamentos serdo submetidos a anestesia e posterior coleta de sangue por puncéo da veia
caudal, momento em que 0s mesmos serdo ‘“chipados” conforme protocolo estabelecido
anteriormente. As analises de sangue obedecerdo ao protocolo anteriormente descrito e ja
estabelecido (HASSAN et al., 2018).

Apo6s anélise, os peixes 3n serdo separados e distribuidos em lotes (n° de 10 exemplares)
para serem cultivados, assim como os peixes 2n, em caixas de 1.000L, para avaliar se tem diferenca
de crescimento. Inicialmente, os peixes passardo por biometria, sendo medidos e pesados com
ictiometro e balanca de precisdo digital, respectivamente e também durante os 6 meses do cultivo.
Ao longo do cultivo, os peixes serdo alimentados com racdo compativel para espécie e PB para sua
idade, ofertadas 3 vezes por dia e calculada de 5 a 10 % do peso do peixe vivo.

Para a avaliacdo do desempenho zootécnico dos animais, 0S seguintes parametros serdo
determinados:

e Biomassa total = peso médio X nimero de peixes
O ganho de peso Total (GPT):

GPT(g/dia) = biomassa final (g) — biomassa inicial (g)
O ganho de peso diario (GPD):

[biomassa final (g) — biomassa inicial (g)]

GPD (g/dia) =

n? de dias de cultivo

O consumo de Alimento:

consumo médio diario (g)

CA(%PV /dia) = 100
(%PV/dia) i [biomassa média do periodo (g)

Conversdo Alimentar Aparente:

consumo total de alimento (g)

CAA =
[ ganho de peso no periodo (g)

O crescimento sera avaliado pela taxa de crescimento especifico (CE %/dia):
[ In (Wr) — In(W))]

CE (%/dia) = 100 * :

em que:

CE= taxa de crescimento especifico (%/dia);
In=logaritmo natural,

Wi= peso final (g)

Wi= peso inicial (g);

t=tempo de cultivo (DIAS)
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e A variabilidade de crescimento em peso (CHet) sera deduzida estatisticamente do

coeficiente de variacdo do peso (CV%), abaixo:

CHet = [%] £ 100

em que:
o = desvio padrdo do peso;
X = meédia do peso da populacédo da caixa.

Durante o experimento de desempenho dos peixes, a qualidade da agua sera avaliada
quinzenalmente, solidos totais, aménia, nitrito e nitrato com espectrofotdmetro modelo YSI 9500.
Semanalmente, serdo aferidos temperatura, por termémetro digital; oxigénio dissolvido (OD), por
oximetro portatil de precisdo; potencial hidrogenidnico (pH), por medidor digital; salinidade, por

refratdmetro; e transparéncia por disco de Secchi.

1.4.4.5.Andlise estatistica

Os dados serdo analisados usando o software livre Rstudio 2020 e serdo testados quanto a
normalidade e homogeneidade da variancia antes da analise de variancia (ANOVA). Dados em que
0s pressupostos de normalidade o homogeneidade ndo se mantiverem serdo analisados por testes
ndo paramétricos Kruskal-Wallis.

Para diferenciar as formas dos eritrocitos de diploides e triploides para as diferentes
espécies, usaremos a regra de decisdo “Tipo A” (a propor¢do do eixo da celula quando maior ou
igual a 0,75 é considerado arredondado, enquanto que valores menores 0,75 foram considerados
ovais) (OKOMODA et al., 2017; HASSUN et al.,2018). A estatistica descritiva dos pardmetros de
eritrocitos sera pelo teste t Student, e a razdo diploide-tripldide, aumento ou reducdo do percentual,
faixas triploides exclusivas e as porcentagens de células dentro da faixa 3n exclusiva de cada
parametro medido ou calculado serdo determinadas pelo software RStudio 2020. Para identificar 0s
parametros eritrocitarios influentes na diferenciacdo de 2n e 3n sera realizada a analise de
componentes principais (ACP) (HASSAN et al., 2018), usando o RStudio ou o PAST.
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2. CARACTERIZACAO, ISOLAMENTO E CULTIVO DE ESPERMATOGONIAS E
OOGONIAS DE PEIXES

2.1. Introducéo

As células germinativas (espermatogdnias e oogbnias) vém sendo bastante estudadas e
aplicadas em biotécnicas reprodutivas. Estas células germinativas primordiais (CGPs) sdo formadas
pelos anexos embriondrios, responsaveis pela formacdo dos gametas e sdo precursoras das
espermatogdnias e oogonias (NOBREGA et al., 2010).

Estudos de transplante em peixes, usando espermatogbnias foram realizados em truta arco-
iris e demonstraram a existéncia de células-tronco espermatogoniais (CTES) nestes organismos
(OKUTSU et al. (2006). Estas espermatogbnias vém sendo usadas para o transplante singénico
/alogénico e xenogénico em peixes (YOSHIZAKI; LEE, 2018), em particular as espermatogobnias
do tipo A. Estas células podem tornar-se células pluripotentes (OATLEY; BRINSTER, 2012,
THOMA et al., 2011), e podem substituir células-tronco embrionarias (LACERDA et al., 2013) e
apresentam-se em maior quantidade que as CGPs, independente da sua idade e ciclo reprodutivo
(YOSHIZAKI et al., 2012).

Para que células-tronco (espermatogbnias e oogdnias) sejam isoladas, caracterizadas,
cultivadas e posteriormente marcadas, faz-se necessario que animais doadores tenham suas génadas
retiradas post mortem ou por procedimento cirdrgico (YOSHINAGA, 2018). As gbnadas dos
animais doadores sdo retiradas e posteriormente dissociadas por digestdo enzimatica, separadas e
selecionadas em em gradientes de densidade descontinuo (LACERDA et al., 2010; LACERDA et
al., 2013). Apos selecdo, a solucdo proveniente da digestdo passa pelo plaqueamento diferencial
(SHIKINA; IHARA; YOSHIZAKI, 2008; SHIKINA; YOSHIZAKI, 2010; LACERDA et al., 2013;
DIAS, 2015) que proporciona a eliminacdo de outras células indesejaveis para que possam ser

cultivadas.
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O cultivo das células € realizado em incubadoras adequadas para manutencao de temperatura
sob leve agitacdo por algumas horas, cujo objetivo é aumentar sua densidade celular (DIAS, 2015).
Em seguida, estas células sdo pigmentadas e avaliadas quanto & viabilidade para posterior
quantificacdo em camara de Neubauer (LACERDA et al., 2008), com isso as células podem ser
mais bem identificadas e transplantadas para o receptor.

As espécies elencadas neste estudo apresentam grande potencial na aquicultura seja de corte
ou ornamental, porém a oferta continua de exemplares é bastante reduzida pela dificuldade de
reproducdo em cativeiro. Algumas espécies sdo comercializadas, entretanto a producdo de seus
descendentes muitas vezes sO € possivel por indugdo em um periodo curto no ano com base no
periodo reprodutivo. Ainda usando esse procedimento, ndo é garantido que ocorra a liberacdo
natural de gametas ou quando extrusados e a quantidade de ovos é bastante reduzida. Em outras
espécies, como o pirarucu (Arapaima gigas) s6 € possivel a reproducdo com manejo simulando
variaveis ambientais do meio natural, porém também ndo é garantido que os peixes venham a se
reproduzir. Além do valor econdémico agregado, outro ponto favoravel para utilizacdo destas
espécies, estd na reducdo do impacto ambiental, pois reduziria as capturas de exemplares jovens
direto da natureza para serem vendidos, tornando este trabalho de suma importancia e com
inestimavel contribuicdo para o meio ambiente.

Algumas espécies estdo no Livro Vermelho da Fauna Brasileira Ameacada de Exting&o,
(ICMBio/MMA, 2018). Elas sofrem principalmente com a reducdo do seu habitat e pesca de
subsisténcia, pois alguns destes animais fazem parte do cardapio alimentar como tradicdo dos povos
ribeirinhos, nos rios aos quais estes peixes pertencem. Uma acao que traga solugdes para produzir
estas espécies e devolvé-las, em parte aos seus rios de origem tem uma grandeza inquestionavel,
tendo como consequéncia de sua producéo, a preparacdo de um plantel devidamente registrado e
“chipado” para reprodu¢do em cativeiro e comercializagdo por parte de produtores ornamentais, por
apresentarem maior valia.

Dentre as espécies marinhas com potencial interesse comercial, podem ser destacados dois
Tunideos que merecem especial atencdo e sdo comumente encontrados no litoral potiguar, a
Albacora laje (Thunnus albacares) e a Albacora bandolim (Thunnus obesus). Tais exemplares,
podem servir como modelos em estudos em tunideos brasileiros, uma vez ja existirem protocolos de
isolamento, cultivo e criopreservagéo de células tronco em tunideos asiaticos (BAR et al., 2016).

Ao propor trabalhar nessa direcdo, além de estabelecer protocolos de desenvolvimento de
pesquisa de biotecnologia aplicada a reproducdo destas espécies, pensaremos no ecossistema e
promovendo as espécies escolhidas. Ressalte-se que muitos desses peixes sdo capturados muitas

vezes de forma clandestina, vendidos para fora do pais e depois revendidos no mercado nacional
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sem que 0 nosso pais tenha controle, deixando de explora-los de forma sustentavel, perdendo a

fauna e recursos que poderiam contribuir para sua protecdo, através do mercado legal e responsavel.

1.2. Objetivos
Geral

e Estabelecer protocolo para isolamento e cultivo de células germinativas de peixes de

interesse comercial

Especificos

e Descricdo histoldgica e estereoldgica de espermatogdnias e oogbnias dos peixes doadores;

e Montar os protocolos de selecdo e marcacdo de espermatogdnias e oogbnias dos peixes

doadores;

e Estabelecer protocolo para micromanipulacdo de embrides e de células embrionarias dos

peixes doadores;

e Estabelecer protocolo para cultivo de células germinativas dos peixes doadores;

1.3. Material e métodos

1.3.1. As espécies

Os animais doadores jovens e adultos serdo peixes provenientes de pisciculturas comerciais

registradas, instituicGes de pesquisa ou empresas parceiras. As espécies escolhidas estdo descritas

abaixo:

Quadro 3. Espécies de peixes listadas para serem doadores nos trabalhos realizados neste projeto e
em outros como demonstrado no Programa BioReP. * Peixes que aparecem na Categoria de risco
de exting&o e critérios como em perigo (EM) A4c. (Livro Vermelho da Fauna Brasileira Ameagada

de Extin¢do, ICMBio/MMA, 2018.)

https://portuguese.alibaba.com/product-

detail/osteoglossum-bicirrhosum-fish-107449452.html

Nome comum
Espécie nome cientifico Numero Origem
M F
Osteoglossum bicirrhosum
Aruand 10 10 ?:ﬁé‘;‘:}gﬂg
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Arapaima gigas

Pirarucu 10 10 Piscicultura DNOCS
https://br.pinterest.com/pin/852517404432019671/
Astronotus ocellatus
Oscar 30 20 Plscwultl_Jra
Tanganyika
https://pt-br.facebook.com/pg/Piscicultura-Oscar-Fish-
1081120118625634/posts/
Utiaritichthys sennaebragai
Pacu-piranha 20 20 _T_'SC'CUItL.”a
anganyika
‘ 1 ki, i
http://www.fishbiosystem.ru/CHARACIFORMES/Characid
ae/Utiaritichthys.html
Pacu-Azul | 20 | 20 Piscicultura
Tanganyika
https://aquass.ru/product/myleus-micans/
Serrasalmus geryi Piranha de Gery | 20 20 P|3C|cultt_1ra
Tanganyika
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https://www.aquariumglaser.de/en/fish-
archives/serrasalmus-geryi-2/

Leporinus octomaculatus

Piau 20 | 20 PlscmuItL_Jra
- Tanganyika
P
LR
copyright by www.AAA-Exotics.co
Conorhynchos conirostris *
: iscicul
E Pird-tamandua 20 | 20 Piscicu tura
3 Tanganyika
o
(ICMBio/MMA, 2018).
Aguarunichthys tocantinsensis *
Jundia 20 20 Plsmcultl_Jra
Tanganyika
(ICMBio/MMA, 2018).
Kalyptodoras bahiensis *
; Peracuca 20 20 P'SC'CUItL."a
£ Tanganyika
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Panulirus argus
/8 e Lagosta 10 | 10 Captura na pesca
A~ / . vermelha
https://www.sealifebase.se/summary/Panulirus-
argus.html
Thunnus albacares
Albacora laje 20 20 Captura na pesca
https://pt.wikipedia.org/wiki/Thunnus albacares
Thunnus obesus
Albacora
bandolim 20 20 Captura na pesca
https://pt.wikipedia.org/wiki/Thunnus obesus#/medi
a/Ficheiro:Thobe u0.gif

Excepcionalmente, como uma forma de avaliar as espécies receptoras como possivel modelo
para o transplante de espermatogbnias a partir de outro individuo filogeneticamente distintas,
ceélulas de lagostas vermelhas (Panilurus argus) serdo isoladas e cultivadas similar aos peixes para
posterior transplante. Metodologia semelhante foi realizada por pesquisadores ao transplantar
células de ratos, ras-touro e peixes filogeneticamente distantes em peixes (LACERDA, 2010). As
espécies a serem utilizadas sdo lagostas da familia Palinuridae distribuidas ao longo da costa norte e
nordeste e muito presente no litoral do Rio Grande do Norte e do Ceard, também serdo coletadas
junto a pescadores artesanais licenciados da regiéo.

A solicitacdo de todas as licencas cabiveis (ICMBio, SisGen. Ibama) para captura,
transporte, reproducdo e cultivo destes organismos sera realizada pelos professores responsaveis da
Universidade antes da execucdo do projeto, bem como a solicitagédo junto ao CEUA que deve ser

anterior as outras, conforme a legislacao.
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A piscicultura Tanganyika, devidamente registrada, € parceira do Programa e ira contribuir
na aquisicdo, capturas e transporte das espécies do meio natural até o setor de aquicultura da
UFERSA. Os exemplares a serem estudados, ap0s captura irdo permanecer em quarentena no setor
de aquicultura em ambientes controlados para o bem-estar dos animais, em agua com qualidade e

aeracéo constante.

1.3.2. Caracterizacdo das células germinativas dos doadores

Serdo utilizados machos (n=03) e fémeas (n=03) de cada espécie, retirados dos tanques de
contencdo de 15 mil litros com auxilio de puca, transferidos e mantidos em caixas de agua de
1.000L por 24 horas em condicBes abidticas com fotoperiodo natural no setor de aquicultura. Os
exemplares serdo capturados com auxilio de puca e colocados na caixa de 20L para anestesia, com
excecdo do pirarucu que ndo é feita na &gua, e sera compativel para cada espécie conforme a
literatura. Confirmada a anestesia profunda, os peixes serdo medidos e pesados e passardo por
cirurgia para retirada das gonadas.

Cada peixe anestesiado serd contido com auxilio de suporte em forma de trapézio
acolchoado e Umido para que ndo sejam causados danos a pele do animal. Sera inserido catéter na
boca, para que durante o procedimento cirdrgico por via oro-branquial, os peixes se mantenham
com oxigenagdo. A recuperacdo dos organismos vai acontecer com uso de &gua corrente apos 0
termino da cirurgia. O procedimento cirdrgico sera realizado com auxilio de carrinho movel
equipado com materiais necessarios para essa conduta (WEISSE et al., 2002)

A incisdo sera ventral no sentido craniocaudal (na linha alba) e terd uma ou mais fileiras
de escamas ao logo do seu local previamente retiradas com pinca estéril. Em sequéncia proceder-
se-a a antissepsia da regido a qual ser& coberta com campo cirargico esterilizado. Uma incisao por
bisturi e posteriormente, a cavidade abdominal sera seccionada com auxilio de tesoura até atingir a
membrana do periténio que envolve os 6rgdos. Com a cavidade celomatica aberta, as gbnadas serdo
localizadas, pingadas e removidas de forma suave e cautelosa para ndo danificar nenhum outro
orgao.

Apbs a gonadectomia, os peixes serdo suturados (RESENDE, 2015) com fios de nylon (4-0)
e alocados na caixa de recuperacdo com agua e aeragdo continua. Ao Se recuperarem Serao
transferidos para caixas de 1.000L para serem observados por 30 dias ap0s cirurgia e depois
devolvidos nos tanques de cultivo. O objetivo de manutencdo dos peixes vivos e para posterior
retirada de sangue para utilizacdo no cultivo de células germinativas durante os trabalhos.

Os ovarios e testiculos serdo retirados, medidos e pesados, posteriormente fragmentados em
secOes longitudinais e aplicado o metodo de rotina para inclusdo em parafina para avaliacdo em

microscopia de luz e imuno-histoquimica e em glicerol metracrilato para avaliacdo de microscopia
27



de luz conforme protocolo (DIAS, 2015). Cortes histoldgicos serdo realizados com micrétomo a
3,0 um e corados com Hematoxilina-Eosina (HE), para microscopia eletrénica de transmisséo,
fragmentos fixados em glutaraldeido 4% e pds-fixados em tetroxido de 6smio 2% com sacarose.

1.3.3. Caracterizacdo morfologica e estrutural das gbnadas

Os testiculos e ovérios serdo analisados anatomicamente e microscopicamente para
caracterizacdo morfoldgica e estrutural, quanto ao arranjo tecidual e as caracteristicas e proporcoes
de suas células, com foco na presenca e morfologia das espermatogbénias e oogonias primarias. Os
parametros morfologicos das células como a quantidade e a localizacdo da cromatina no ndcleo, e
morfométricos, como o didmetro celular e nuclear, serdo caracterizados para diferenciar as distintas
celulas germinativas. As comparacfes dos seus formatos serdo atraves dos trabalhos ja realizados
(DIAS, 2015; LEAL et al., 2009).

O diametro celular médio das espermatog6nias e oogonias, primarias e secundarias e das
celulas de Leydig (testiculos) serdo medidos em 30 células de cada tipo para sua melhor
caracterizacdo. Através da andlise estereoldgica, o percentual volumétrico de cada componente
testicular e/ou ovariano e a porcao de tecido ocupado por células primarias alvo serdo quantificados.
Para avaliacdo, cinco campos de cada corte histologico serdo digitalizados e aumentados até 1.000
vezes para comparacdo das suas zonas: anterior, média e posterior, utilizando o software de dominio
publico ImageJ.

1.3.4. Analise estereoldgica e morfométrica das espermatogdnias e oogonias dos peixes e
lagosta doadores

O volume médio das células-tronco priméarias de interesse serd obtido com uso de
micrémetros cibicos do volume nuclear e da proporgéo (%) entre nicleo e citoplasma (DIAS, 2015;
LEAL et al., 2009). O volume nuclear sera estimado usando o didmetro nuclear médio dos ndcleos
que apresentava contorno mais arredondado possivel. Cem pontos sobre o citoplasma e o nucleo das
celulas primarias serdo contados para cada animal, usando o software ImageJ com aumento de
1.000 vezes o campo de observacao.

Para os célculos dos volumes nuclear, do citoplasma espermatogonial e oogonial médio
serdo utilizadas as seguintes formulas (DIAS, 2015):
Volume nuclear: 4/3nR3,onde R = didmetro nuclear/2
Volume citoplasmatico: % citoplasma X volume nuclear / % nuicleo
Volume celular: volume nuclear + volume citoplasmatico
Portanto, com base nos dados de volume (em micrémetros cubicos) das células primérias, da
sua propor¢do volumétrica (%) nas gbénadas e do volume total (mL) ocupados por estas células, o

nimero de espermatogénias e oogbnias primarias serdo calculados para cada gonada.
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1.3.5. Andlise estatistica
Serdo realizados testes de normalidade e todos os valores médios serdo calculados e
posteriormente verificados com os devidos testes de comparacdo entre as médias, com uso do
software aberto Rstudio 2020.

1.3.6. Avaliacdo da fase e subfase reprodutiva dos animais analisados
As avaliacbes da fase e subfase no ciclo reprodutivo dos animais serdo determinadas
utilizando a mesma amostra anterior para analise morfométrica e estereologica. As avaliacfes
seguirdo o protocolo ja estabelecidos (BROWN-PETERSON et al., 2011), a qual utiliza critérios
morfoldgicos e histolégico para distinguir as fases e as subfases reprodutivas em peixes teledsteos.
Os fragmentos anterior, posterior e médio das gdnadas serdo fixados por imersdo em liquido
de Bouin, inclusos em parafina, e os cortes 3um serdo corados com uso de Hematoxilina-Eosina
(HE). Fragmentos tambeém serdo fixados em glutaraldeido 4% a 0,05M e inclusos em glicerol
metacrilato, corados a 2 um e corados com acido periédico + hematoxilina férrica + metanol
Yellow. Imagens dos tecidos serdo analisadas com microscépio e fotografadas para posterior
analise.
1.3.7. Obtencéo e isolamento das espermatogonias dos peixes doadores
As células germinativas serdo obtidas através da digestdo enzimatica conforme protocolos
descritos anteriormente (LACERDA et al., 2006, 2008, 2010, 2013; DIAS, 2015).

a) Aclimatacdo dos animais

Os exemplares serdo retirados dos tanques e alocados em caixa de agua de 2.000L com
aeracdo e filtro para manter a qualidade da agua. O local para aclimatacdo serd controlado com
avaliagdo de par@metros ambientais como temperatura, pH, salinidade e oxigénio dissolvido, por 5
dias e conferidos a cada 24 horas. Transcorrido este periodo, a temperatura sera reduzida 2°C por
dia até atingirem 20°C e mantidas por 5 dias. A finalidade desse procedimento é aumentar a
autorrenovacao espermatogonial e induzir a apoptose de células germinativas mais avangadas nas
gobnadas (ALVARENGA; FRANCA, 2009; DIAS, 2015), em especial as espermatogbnias e

oogonias.

b) Digestéo enzimatica dos testiculos e ovarios

Animais aclimatados serdo anestesiados com dose letal de anestésico ja descrita para as

espécies a serem usadas. Os exemplares terdo seus dados biométricos registrados, como: sexo, peso
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e tamanho. Os exemplares serdo aspergidos em alcool 70% por um curto periodo para manter as
condicOes assepticas necessérias e posteriormente, por puncdo da veia caudal, seu sangue sera
coletado para producdo de soro para o cultivo celular e outro uso posterior. O soro € usado por
promover a mitose de células embrionarias.

A coleta do soro sera efetuada com seringa de 5 mL e lavada com solugdo anticoagulante
(Hepamax-S, heparina sddica, 5.000 U.l./mL). Apds isso serdo transferidos para tubos Falcon, de 15
mL e conservados a 4°C. Durante 30 minutos a 4°C serd centrifugado a 3200 g (RCF), o
sobrenadante colhido e transferido para outros tubos e o0 soro serd incubado a 4°C e realizado uma
nova centrifugacdo para retirada de restos de hemacias e depois filtrado (filtro 0,22 Millipore) e
estocado em aliquotas de 1 ml a -20°C. Para seu uso uma nova centrifugacdo sera necessaria e 0
sobrenadante adicionado ao meio de cultivo (DIAS, 2015).

Em seguida os exemplares serdo colocados em suporte em forma de trapézio em decubito
ventral e sera realizado corte da papila urogenital no sentido posterior-anterior com tesoura ponta
fina e terdo cuidadosamente suas gbnadas retiradas. Para digestdo enzimatica, as gbnadas serdo
processadas conforme protocolo estabelecido (LACERDA et al., 2006, 2008, 2010, 2013; DIAS,
2015).

Usando a capela de Fluxo laminar, as gbnadas serdo lavadas em solu¢do PBS 0,1 M +
Antibioticos (AB, penicilina/ estreptomicina — 10000U/10 mg/mL -500 pL) + Anfotericina (Anf — 1
mg/mL -125 pL) + gentamicina (Gent — 50 mg/mL — 50 uL), pesadas e postas em becker estéril
contendo solucdo hipoclorito 0,5% durante dois minutos (PANDA; BARMAN; MOHAPATRA,
2011). Posteriormente, realizada a mesma lavagem anteriormente descrita e transferidos para placa
de Petri contendo solucdo salina balanceada de Hanks — (HBSS) + AB + Anf + Gent, cortados em
pequenos fragmentos e lavados até 5 vezes em HBSS para retirada do excesso de sangue, ovas e
sémen.

Posteriormente, 1 g dos fragmentos serdo transferidos para garrafa de cultura estéril de 25
cm? contendo solugdo de colagenase (Tipo IA) em meio de cultura D-MEM/F-12 (Dullbelco’s
Modified Eagle Medium;) na concentra¢ao de 2 mg/mL, esterilizado em filtro 0,22um (Millipore)
contendo AB + Anf + Gent (500 pL; 125 pL; 50 pL, respectivamente) e incubados sob agitagao
com Shaker (190 RPM) por 1 hora a 25°C. Transcorrido o tempo, sera adicionada 1% de DNAse |
para reduzir a viscosidade do meio e facilitar a disperséo das células que foram incubadas por mais
3 horas sob a mesma agitacdo. Apos a incubacédo, pequenos fragmentos restantes serdo separados da
suspenséo celular e ressuspensos em solugéo de tripsina a 0,25% e 1% de DNAse | e dissociados
mecanicamente com auxilio de pipeta pasteur.

Terminada a agitacdo por 20 minutos, a acdo da tripsina sera interrompida pela adigdo de

10% (v/v) de soro fetal bovino (SBF). A suspenséo celular separada e as substancias serdo juntadas
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a tripsina e 1% de DNAse | para facilitar a filtracdo com peneira de nylon com poros de 70 pm e 40
um, respectivamente em tubo conico (tipo Falcon 50 mL).

O filtrado serd centrifugado por 10 minutos (100g/RCF) a 25°C e ap06s seu término o
sobrenadante serd retirado cuidadosamente. As células serdo ressuspensas em 400 pL de D-
MEM/F-12, suplementado com 0,75% de BSA (Bovine Serum Albumin) e transferidos para tubo
conico (tipo Falcon 15 mL) para centrifugacdo por 10 minutos (100g/RCF) a 25°C. Novamente 0
sobrenadante serd descartado cuidadosamente e as células ressuspensas em 100uL de D-MEM/F-
BSA 0,75%.

c) Separacdo por gradiente de Percoll, plaqueamento diferencial por adesdo e selecdo das células

germinativas.
Apbs dissociacdo e digestdo enzimatica, as células serdo fracionadas atraves de gradiente

descontinuo de densidade, utilizando Percoll para obtencdo de maior concentracdo de
espermatogdnias ou oogo6nias na suspensdo a ser cultivada in vitro. Para o gradiente de Percoll é
preciso primeiramente preparar uma solucéo estoque na proporgéo de 1:9, sendo 1 parte de DMEM
concentrado 10 vezes (DMEM 10X) complementado de 0,01 g/L de antibi6tico, 6mM de HEPES;
pH 7,4; 280-320 mOsm/Kg de H20; e 9 partes de Percoll. O dMEM 10 x € preparado diluindo 100
mL de agua ultra bidestilada do sistema MilliQ, na concentracdo necessaria para fazer 1 litro, filtra
em seguida em membrana com poros de 0,22 e estocado em temperatura entre 4 a 6°C, por no maximo
15 dias.

Para obtencdo da solucdo homogénea nas concentracdes 10, 20, 30 e 40%, a seguinte mistura
sera realizada (DIAS, 2015):

e 40% = 0,6 mL da solucdo estoque + 0,9 mL de D-MEM-BSA 0,75%);

e 30% = 0,4 mL da solucdo estoque + 1,1 mL de D-MEM-BSA 0,75%);

e 20% = 0,2 mL da solucéo estoque + 1,3 mL de D-MEM-BSA 0,75%;

e 10% = 0,1 mL da solucéo estoque + 1,4 mL de D-MEM-BSA 0,75%;

As concentracdo serdo dispostas com auxilio de pipeta com ponteira 1 mL na parede do tubo
cbnico (tipo Falcon 15 mL) cuidadosamente da maior concentragdo para a menor (40 para 10% ). A
suspensdo celular sera depositada no topo da coluna de Percoll 10% e centrifugada por 30 minutos
(800g) a 25°C.

d) Avaliacdo da metodologia de separacdo por gradiente de Percoll

As bandas formadas pelo gradiente de Percoll serdo analisadas histologicamente para avaliar
a eficiéncia da metodologia de separacdo. As bandas serdo coletadas com pipetas isoladamente e

colocadas em tubos Falcon de 15 mL, lavadas em DMEM/F12- BSA 0,75% centrifugadas e o pellet
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formado fixado em glutaraldeido a 2,5% a 4°C. Apds 20 horas, serdo centrifugadas (14.000g/RCF)
por 15 minutos, pos-fixadas em tetroxido de 6smio 2% com sacarose, contrastados em bloco com
uranila e incluidos com a técnica de inclusdo em resina Spurr (DIAS, 2015).

Cortes serdo semifinos (450 nm) feitos e corados com azul de toluidina. Cortes ultrafinos
(70nm) serdo realizados com microtomos e coletados em tela de cobre, corados com acetato de
uranila e nitrato de chumbo. Para analises dos cortes semifinos, serdo realizadas fotomicrografias e
os ultrafinos em microscopio eletrénico. O objetivo é avaliar qual banda de Percoll tem maior

concentracdo de células tronco (espermatogoénias e oogonias).

d) Plaqueamento diferencial por adesdo das células germinativas apds centrifugacdo com Percoll

Paralelamente a avaliacdo histoldgica, o plaqueamento diferencial serd realizado para
enriquecer o0 meio com as células das duas camadas com maior nimero de células-alvo, ele também
permitira que células somaticas e germinativas mais avancgadas e indesejadas sejam eliminadas. Em
alta concentracdo durante o cultivo, estas células indesejadas dificultam a proliferacdo, o
desenvolvimento e a sobrevivéncia de espermatogdnias e oogdnias primarias.

Retira-se as duas bandas cuidadosamente com pipeta de Pasteur e coloca-se em tubo de
Falcon 15 mL e centrifugado por 10 minutos (400 / RCF) a 25°C. O sobrenadante seréa descartado e
0 Pellet ressuspenso em 1mL de meio DMEMY/F suplementado com 10% de SBF+ AB, Anf e Gent.
As células serdo contadas seguindo o protocolo de contagem e viabilidade celular, através do
método de exclusdo por Azul de Tripan e com uso de camara de Neubauer (LACERDA, 2008,
2010).

Posteriormente a solugdo sera transferida para garrafa estéril de 75 cm? em concentracio
dada e acrescentado 0 meio DMEM-F12 suplementado com 10% de SBF e AB + Anf + Gent para
completar o volume para 25 mL e cultivar em incubadora com 5% de CO; a 25°C por 14 a 17 horas.

Com uso de microscopio invertido, sera verificada a adesdo das células indesejadas a placa
de cultura e das células germinativas que ficardo no sobrenadante ou fracamente aderidas. O
sobrenadante com as células livres sera coletado e as células aderidas analisadas e fotografadas. A
suspensdo (sobrenadante) sera colocada em tubo e centrifugada a 100g por 10 minutos a 25 °C e 0
pellet obtido ressuspenso em 1 mL de meio DMEM-F12. A viabilidade das células sera novamente

avaliada com azul de Tripan como descrito anteriormente.

e) Cultivo primario das células germinativas primarias

Células primarias obtidas pelo plagueamento diferencial serdo dispostas em placas de 12 a

24 pogos cobertas com laminulas pre-tratadas com gelatina bovina 0,1%. As células seréo
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plaqueadas em concentracdo igual para cada poco e multiplas amostras serdo feitas para analise em
varios tempos, previamente determinados para o cultivo ap6s o inicio da cultura.

Os meios preparados serdo adaptados (DIAS, 2015) com dois tipos de meios, um para
induzir a proliferacdo (LACERDA et al., 2013; PANDA; BARMAN; MOHAPATRA, 2011;
SHIKINA; IHARA; YOSHIZAKI, 2008) e outro para diferenciacdo (HONG et al., 2004; SASAKI
et al., 2005; DIAS , 2015). As células serdo plaqueadas utilizando 1 mL do meio de cultura
Dulbecco Modified Eagle Medium;/ Ham F-12 Medium (DMEM/F12) contendo glicose 18,2 a
22,2%, tamponado com 15 mM de HEPES e bicarbonato de sodio 1,18 g/L (pH7,5), suplementado
com AB, Anfotericina e Gentamicina, sendo este 0 meio basal a ser utilizado em ambos o0s
experimentos.

Para 0 meio para proliferacdo celular serd suplementado com Glutamina (2 mM), Lactato
(0,5 mg/mL), Piruvato de sodio (1 mM), Selénio (2nM) Putrescina (6 mg/mL), Apo transferrina
bovina (100g/mL), Insulina regular humana (0,2 “g/mL), Albumina de soro Bovino- BSA (0,5%),
Solugdo de aminoacido ndo essenciais (1%), 2-mercaptoetanol (100 pM), fator de crescimento de
fibroblasto béasico recombinante humano- FGFB (10 ng/mL), fator de crescimento epidermal
recombinante humano- EGF (100 ng/mL), Knockout séerum replacement — formulacéo livre de soro
otimizada para crescer e manter as células-tronco embrionarias ndo diferenciadas em cultura (1%),
SBF (10%), soro de peixe (1%) dos peixes (HONG; SCHARTL, 1996; DIAS , 2015). Durante o
cultivo amostras terdo seu meio trocado com meio frasco a cada trés dias (SHIKINA; IHARA;
YOSHIZAKI, 2008; DIAS, 2015) e outra parte durante os tempo de cultivo ndo realizou nenhuma
troca do meio.

O meio para diferenciacdo sera suplementado com Glutamina (2 mM), Piruvato de sodio (1
mM), Selénio (2 nM), solucdo de aminoacidos ndo essenciais (1%), 2-mercaptoetanol (100 puM),
fator de crescimento de fibroblasto basico recombinante humano- FGFp (10 ng/mL), SBF (15%),
Soro do proprio peixe (1%) (HONG; SCHARTL, 1996; DIAS, 2015;).

Como forma de realizar comparagfes, concomitantemente a este, serdo realizados outros
experimentos, acrescentando ao meio de cultura: extrato de hipéfise de Carpa, GnRH - Hormonios
Liberadores de Gonadotropinas — ou seus analogos; horménio foliculo estimulante- FSH- e
horménio luteinizante — LH- sintéticos em quantidade de 0,1% do peso do peixe vivo, tanto no meio
de proliferacdo como no de diferenciacdo, com o objetivo € comparar as amostras.

Também, como uma forma de observar a proliferacdo in vitro das espermatogobnias e
subsequente marcacdo nos espermatozoides que poderdo se formar a partir dessas espermatogénias
em cultivo, as células serdo incubadas no dia 0 com 0,5 uM de BrdU (5-bromo’-deoxiuridina)
(SASAKI et al., 2005 ; DIAS, 2015) nos meios de cultura. Nos dias 3, 5, 8 e 15 amostras com meio

trocado a cada 3 dias e sem troca, serdo coletadas e fixadas. Ja para 0os meios de diferenciacéo as
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coletas serdo apos os dias 8 e 15 e posteriormente fixadas. A fixacdo serd realizada com
paraformaldeido a 4% por 30 minutos a 4°C e posteriormente processada por imunofluorescéncia.
Todas as culturas serdo fotografadas a cada 24 horas, em Microscopio Invertido de Fluorescéncia
do laboratorio TRIMA.

f) Meétodo de imunofluorescéncia das células cultivadas

Para analise de imunofluorescéncias, as células cultivadas serdo assentadas em laminulas
pré-tratadas com gelatina bovina 0,1%. Apds o tempo de cultivo determinado, as células serdo
lavadas com PBS, e fixadas com paraformaldeido 4% + sacarose a 4°C por 30 minutos e lavadas
novamente em PBS para retirada do excesso do fixador.

Em seguida as células serdo submetidas a recuperacdo antigénica com solucdo de
Dodecilsulfato de sddio 1% (SDS)/PBS. O bloqueio dos sitios antigénicos inespecificos sera
realizado com PBS 0,01 M/soro de cabra 10%, ja o bloqueio da autofluorescéncia com PBS 0,01
M/glicina 1% e a permeabilizagcdo da membrana com Triton X-100 0,05%/PBS. Posteriormente, as
celulas serdo incubadas com anticorpos primarios anti-BrdU (B8434, Mouse anti-human) (1:200)
que € um marcador de proliferacdo celular, anti-OCT4 (ab18976, Rabbit anti-human) (1:100), anti-
OCT4 ( MAB4419, Mouse anti-human) 1:100) que € marcador de células tronco pluripotentes e
germinativas primordiais, anti-GFRal (Ab84106, Rabbit anti-human) (1:160) que é um marcador
que pode ser usado para caracterizar e selecionar as células tronco espermatogoniais anti-Vasa
(ab13840, Rabbit anti-human) (1:250) que € um marcador de células germinativas.

Apbs marcacdo, as células serdo incubadas com anticorpos secundarios Alexa Fluor 594
(Ab150108, Donkey anti mouse 1gG, cor vermelho) (1:500) e Alexa Fluor 488 (A21206, Donkey
anti-Rabbit IgG, cor verde) 1: 500) contra os anticorpos primarios anti-BrdU e anti-Oct4 (Millipore)
e anti-OCT4 (Abcam), anti-GFRal e anti-Vasa, respectivamente, para o controle os anticorpos
primarios serdo omitidos. As laminas serdo aderidas em laminas histolégicas com meio de
montagem para fluorescéncia VectaShield contra corado DAPI. A andlise do material e as
fotografias serdo feitas em Microscopio Invertido de Fluorescéncia do laboratorio TRIMA-
UFERSA.

Marcacéo das células germinativas dos doadores

Para identificacdo das células germinativas dos doadores em animais receptores ap0s 0
transplante, € necessario que seja realizada marcacdo para seu reconhecimento de maneira
inequivoca. O marcador PKH26 (Red Fluorescent Cell Linker — Sigma) serd utilizado conforme
protocolo (LACERDA, 2006; 2010; LACERDA et al., 2013; 2010).
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O PKH26 é um dos marcadores mais utilizados para monitorar a presenca de células
germinativas transplantadas. Para a marcagdo a dose padronizada de 16uM serd usada (LACERDA,
2006). As células selecionadas para marcagdo serdo novamente lavadas em DMEM/F12 (sem soro
ou BSA) por 10 minutos a 400g, e o sobrenadante retirado cuidadosamente de forma que uma
quantidade minima de meio de cultura permanecesse sobre o pellet. Em seguida, as células
germinativas selecionadas serdo quantificadas (LACERDA, 2010). Para cada dez milhdes (107) de
celulas serd acrescentado 1mL do Diluente C (solugdo aquosa iso-osmética livre de Ca2+ ou outros
sais fisiologicos) para que o pellet seja ressuspenso para sua completa dispersdo. Em seguida, sera
preparado o0 mesmo volume de solugdo corante diluindo-se a solucdo estoque de PKH26 (1mM em
etanol) em Diluente C (DIAS, 2015).

A solucgdo corante seré adicionada rapidamente a suspensao celular de forma homogénea e
sob leve agitacdo. Esta mistura, assim obtida, deve ser incubada a temperatura ambiente por 10
minutos. Para interromper a reacdo apds 10 minutos serd adicionado o mesmo volume de SFB, por
1 minuto. Em seguida, coloca-se a esta suspensdo volume igual de DMEM/F12-BSA. As células
marcadas com PKH26 devem ser centrifugadas por 10 minutos a 400g, para separa-las da solugéo
acima citada. Este procedimento deve ser repetido por trés vezes consecutivas, estando as células
aptas a serem transplantadas apds estes procedimentos.

A andlise da marcacdo sera realizada apos o transplante nos periodos de 1 e 10 horas; e de
2 a 9 semanas apos o transplante. Para cada espécie transplantada (larvas ou adulto) em nimero de
5 exemplares serdo anestesiados e sacrificados de acordo com a legislacdo e os procedimentos para
cada espécie. As gbnadas serdo retiradas e posteriormente analisadas através de microscopia de
fluorescéncia para detectar as células do doador (LACERDA, 2010; LACERDA et al., 2013).
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3. CRIOPRESERVAGAO DE GONADAS E CELULAS GERMINATIVAS (OOGONIAS E
ESPERMATOGONIAS)
3.1. Introducéo

A criopreservacdo de células germinativas tem recebido especial atencdo nos ultimos anos.
A criopreservacdo de sémen de peixes, embora seja uma técnica simples (BOBE E LABBE 2010),
apresenta a desvantagem de ndo armazenar e fornecer as informacdes da méie (LINHARTOVA et
al., 2014). Odcitos e embriGes de peixes apresentaram tamanho grande e alto teor de vitelo
(YOSHIZAKI; LEE, 2018), demonstram dificuldade na penetracdo do crioprotetor e alta
sensibilidade ao congelamento (ROBLES et al., al. 2009), por isso células germinativas vem sendo
testadas e apontadas como alternativa (OKUTSU et al. 2006; LINHARTOVA et al., 2014;
YOSHIZAKI; LEE, 2018).

Atualmente ja existem protocolos de criopreservacdo bem-sucedidos de células germinativas
em varias espécies de peixes teledsteos (PSENICKA et al., 2016). Quando criopreservadas podem
ser usadas para regenerar populaces de peixes (FRANEK et al., 2019). Células congeladas e
armazenadas corretamente demonstram viabilidade por anos com a manutencdo da integridade do
DNA (MAZUR, 1977), podendo se tornar uma ferramenta importante para espécies em extin¢éo e
no desenvolvimento da aquicultura de uma forma geral.

As células-tronco espermatogoniais, células-tronco oogoniais e células germinativas
primordiais apresentam plasticidade sexual, podendo restaurar exemplares independente do sexo di
receptor (OKUTSU et al., 2015). Apb6s a criopreservacdo e transplante, estas células podem
incorporar as gonadas dos receptores, promover gametogéneses sem comprometimento dos gametas
e descendentes quando transplantadas (FRANEK et al., 2019).

Para 0 sucesso da criopreservacao, as células alvo devem ser separadas de outras células
testiculares ou ovarianas ja maduras, ou seja, é necessaria a sua purificacio (LINHARTOVA et al.,
2014) com o gradiente de Percoll descontinuo (LACERDA et al., 2006; 2010; 2013) (figura 4). A
criopreservagao de ovarios e testiculos inteiros também ja vem sendo realizada e demonstraram que
ovarios podem permanecer congelados por pelo menos 1185 dias sem prejudicar a viabilidade de
oogonias para o transplante (YOSHIZAKI; LEE, 2018), (figura 5).
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Figura 4: Esquema de separacdo de células-tronco da linhagem germinativa, criopreservacao e
posterior transplante para regeneracdo de peixes ameagados de extin¢do (YOSHIZAKI; LEE,2018).
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Figura5: Esquema de congelamento de go6nadas, criopreservacdo e posterior transplante para
regeneracdo de peixes ameacados de extincdo (YOSHIZAKI; LEE, 2018).

Transplantes realizados com células germinativas de carpas machos criopreservadas
demonstraram que a viabilidade pds-descongelamento de espermatogdnias melhorou em 40%
Franék et al., 2019). Este aumento estd relacionado a otimizacdo de fatores como:
criopreservadores, suas concentracdes, taxa de resfriamento, tamanho do tecido, tempo de
incubacdo e a suplementacdo. Outros estudos com salmonideos demonstraram que espermatogonias
criopreservadas por 5 (cinco) anos apresentam alta capacidade de gerar gametas funcionais ap6s
transplante (LEE; IWASAKI; YOSHIZAKI, 2016). No entanto, a eficacia do crioprotetor e o tempo
de preservacéo sdo especificos para cada espécie (LINHARTOVA et al., 2014).

A Criopreservacao e 0 banco de germoplasma de peixes sdo considerados ferramentas para
reproducdo artificial e melhoramento genético de espécies da aquicultura (LINHARTOVA et al.,
2014). A técnica de criopreservacdo aplicada a peixes traz beneficios, como: sincronizar a

disponibilidade gametas, armazenamento prolongado de células sem envelhecimento, transporte
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conveniente de material genético, reduz o nimero de ninhadas necessarias em incubatdrios e bancos
de genes vivos (ALAVI et al. 2012; LINHARTOVA et al., 2014).

3.2. Objetivos
Geral
e Elaborar protocolo de criopreservacdo de células-tronco da linhagem germinativa de peixes
para uso na aquicultura e recuperacao de estoque natural.
Especificos

e Desenvolver protocolo para criopreservacao de gonadas, células germinativas,
espermatogonias e oogonias de peixes doadores;
e Avaliar a viabilidade de gbnadas, células germinativas, espermatogdnias e oogonias apos

processo de criopreservacao;

3.3. Material e métodos
3.3.1. Criopreservacgao

Para construgdo de protocolo de criopreservacdo serdo utilizadas células isoladas e gbnadas
inteiras, neste Ultimo caso desde que menores que 12 centimetros de tamanho.

Para preparacdo das amostras, todos os peixes serdo anestesiados (dose letal) e sacrificados
conforme descrito acima até constatada a morte. Logo a ap6s, 0s exemplares serdo aspergidos em
alcool 70% por 1 minuto e posteriormente lavados com agua desinfetada e clorada (LACERDA,
2010); (DIAS, 2015). Posteriormente, serdo medidos com paquimetro e pesados com balanca de
precisdo e colocados em decubito dorsal na mesa de cirurgia de peixes (Fotol).

Para realizar estudos com a retirada das gdnadas, 0s peixes passardo por procedimento
cirargico e terdo dados registrados individualmente como: sexo, papila urogenital ou cloaca, e
tamanho do comprimento padrdo (distdncia em linha reta da ponta do focinho até a base da
barbatana caudal, em mm). Apds a obtencdo destes dados, serd realizada uma incisdo com tesoura

micro dissecante para expor a cavidade abdominal (HAGEDORN et al., 2018).

a)_Criopreservacado de células-tronco de peixes

Apbs o procedimento descrito acima, as gbnadas (testiculos ou ovarios) e outras estruturas
reprodutivas serdo removidas e colocadas em meio de Eagle refrigerado (0°C) com soro bovino
fetal (FBS) a 5% e 2 mM de L-glutamina. Transcorrida a cirurgia, pequenas amostras (cerca de 2
mm x 2 mm) da musculatura miomérica da parede abdominal ou da barbatana peitoral ou dos

Orgdos acessorios serdo removidas de amostras selecionadas, imersas em etanol a 95% e
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armazenadas a 22-23°C (HAGEDORN et al., 2018). O estado reprodutivo sera determinado
através da histologia (itens 1.3.2 e 1.3.3 do projeto 2 acima descrito).

As gobnadas retiradas serdo mantidas resfriadas a 4°C com 1 ml de PBS e BSA a 0,2% em
um frasco de microcentrifuga Eppendorf e posteriormente, cada lobulo testicular/ovariano
individualmente transferido para um homogeneizador de vidro e macerados (~ 20 vezes ) até que
todos os aglomerados celulares sejam desagregados. A limpeza do homogeneizador serd com uso de
agua e etanol a 70% e seco a cada procedimento

A concentracdo celular de cada amostra sera determinada com um hemocitdmetro diluido
para ~ 5 x 10° células / ml com PBS resfriado e BSA a 0,2%. A viabilidade sera determinada antes
da criopreservagdo. As amostras serdo coradas para avaliar a viabilidade com azul de Tripan.
Posteriormente, aliquotas de 500 pL das células dissociadas diluidas serdo colocadas em frascos
criogénicos de 2 ml com 500 pl de uma solucdo crioprotetora a 20% (dimetilsulfoxido, DMSO,
composta por vol / vol com PBS), mantida de 22 a 23 ° C por 10 min para ajudar a equilibrar o
crioprotetor nas células testiculares em até 10 criotubos por peixe amostrado.

‘Os criotubos serdo congelados em dois freezers passivos, um com alcool ao redor dos
criotubos (Mr. Frosty ™, Fisher Scientific) o outro, uma liga termocondutora e materiais isolantes
ao redor dos frascos criogénicos (CoolCell®, BioCision). Ambos o0s freezers passivos com frascos
criogénicos serdo colocados em um freezer a -80°C, que resfriara os frascos frios a uma taxa de 0,5
a 1,0°C / min até atingir -80°C. Quando atingirem essa temperatura, entre 4 a 8 h, os frascos
criogénicos serdo removidos do freezer e imersos em nitrogénio liquido a -196°C por 2 min e

realizada a avaliacéo.

b) Criopreservacao de gonadas inteiras de peixes

Para o experimento serdo necessarios 6 exemplares de cada espécie por sexo para as
disseccdes. Os testiculos e ovérios serdo retirados e mantidos individualmente em tubos Eppendorf
contendo meio de Eagle suplementado com FBS a 5%, HEPES 25 mM e L-glutamina 2 mM, em
gelo. Duas solugdes crioprotetoras serdo (HAGEDORN et al., 2018) usadas para testiculos:

e Solucdol: dimetilsulfoxido 1,3 M, trealose 0,1 M, BSA a 1,5% em 35,2% do meio Base
(HEPES 55,27 mM, NaCl 375,48 mM, KCI 7,28 mM, KCIl, 23,1 mM, KH PO 4 23,8
mM, Na > HPO 4, piruvato de sédio 3,64, CaCl 2 r2H ; O 2,6 mM, MgCl » r6H 2 1,4 mMO),
pH 7,8 em &gua deionizada;

e Solugdo 2: dimetilsulféxido 1,3 M, trealose 0,1 M no meio de Eagles com 5% de FBS,
HEPES 25 mM, L-glutamina 2 mM, ele € um criodiluente relativamente simples

equivalente a solugdo 1.
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Apbs as dissecacOes, testiculos emparelhados de cada peixe serdo armazenados
separadamente em tubo criogénico, um contendo cada tratamento (solugéo 1 e solugéo 2). As
amostras serdo equilibradas no gelo por 60 minutos e depois resfriadas a -80°C em um
CoolCell®, apds atingir -80°C (~ 4 a 8 h), os frascos criogénicos foram removidos do freezer e

imersos em nitrogénio liquido no qual atingiram -196° C por 2 min. (figura 6)

Experiment #3: Flow Diagram of Methods
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Figura 6. Resumo de processo de criopreservacao de gobnadas (HAGEDORN et al., 2018).

Em fémeas, os ovarios preferencialmente de exemplares imaturos, serdo utilizados em
metodologia ja consolidada (LEE; KATAYAMA; YOSHIZAKI, 2016). Os ovérios dissecados
serdo transferidos para criotubos de 1,2 mL (TPP, Suica) contendo 500 pL de meio de
criopreservacdo (pH 7,8) com agente crioprotetor permeavel (CPA; propilenoglicol, etilenoglicol,
dimetilsulféxido ou glicerol a 1,0, 1,3 ou 1,6 M), sem acumulacédo de calor CPA (D-glicose 0,1 M
ou di-hidrato de D - [+] - trealose 0,1 M e BSA a 1,5% [p / vol], BSA a 1,5% [vol / vol], 10% [vol /
vol] de gema de ovo fresca, ou 1,5% [w / vol] de leite em pd desnatado) e 35,2% (vol / vol) de
diluidor. Para 100% do extensor devemos misturar: Hepes 55,27 mM, 375,48 mM de NaCl , 7,28
mM de KCI, 23,10 mM de KH > PO 4 (Wako), 3,82 mM de Na > HPO 4(Wako), piruvato de sodio
3,64 mM (Sigma-Aldrich), 2,6 mM de CaCl 2.2H >0 (Wako) e 1,4 mM de MgCl,.6H.O (Wako), pH
7,8; n = 3-14) (LEE; IWASAKI; SHIKINA; YOSHIZAKI, 2013)

Os criotubos serdo mantidos em gelo por 60 min e resfriados a -1°C / min por 90 min usando
um pléstico Bicell recipiente de congelacdo localizado em um congelador a -80°C antes da imerséo
em nitrogénio liquido. Apds a criopreservacdo em nitrogénio, os criotubos serdo rapidamente
descongelados a 10°C em banho-maria e reidratado (LEE; IWASAKI; SHIKINA; YOSHIZAKI,
2013).

3.3.2. Descongelamento, avaliacdo da criopreservacao e transplante

43



O descongelamento sera realizado em banho-maria a 30°C, ato continuo, cada lobulo
testicular/ ovariano serd transferido para outro tubo para retirada da solugdo crioprotetora e
realizada a troca do meio Eagle suplementado por trés vezes (20 minutos cada) para reidratacao.
Posteriormente, os I6bulos dos testiculos serdo secos, transferidos individualmente para um moedor
de tecidos de vidro de 0,5 mL com 150 pL de meio suplementado de Eagle e homogeneizados.

Realizada a mistura, 0 homogeneizado sera removido para um tubo Eppendorf e a lavagem
do o triturador de tecidos para coletar as células restantes, deve-se lavar com duas alteragdes em
150 uL do meio de Eagle suplementado. A amostra devera ser completada com aproximadamente 1
mL no tubo Eppendorf e depois filtrada através de um filtro de células de 40 um para remover
quaisquer pedacos restantes de tecido.

Para uso posterior ap6s cada homogeneizacdo, 0 moedor de tecidos sera preenchido com
solucdo de lixivia a 10%, para erradicar qualquer material genético restante, mantido em repouso
(10 minutos), lavado com agua deionizada e seco antes do processamento do préximo testiculo.

As amostras entdo passardo pelos procedimentos descritos no Projeto 2: digestdo enzimatica
dos testiculos e ovarios; separacao por gradiente de Percoll; avaliacdo da metodologia de separacdo
por gradiente de Percoll; plagueamento diferencial por adesdo das células germinativas apos
centrifugacdo com Percoll; cultivo priméario das células germinativas primarias; método de
imunofluorescéncia das células cultivadas; e posterior transplante em alevinos e adultos tripléides

(descrito no Projeto n° 4 a seguir).

3.4. Referéncias

e ALAVI SM.H.; HATEF A.; PSENICKA M.; KASPAR V.; BORYSHPOLETS S
DZYUBA B.; COSSON, J.; BONDARENKO V.; RODINA M.; GELA D.; LINHART O.
Sperm biology and control of reproduction in sturgeon: (I1) sperm morphology, acrosome
reaction, motility and cryopreservation. Reviews in Fish Biology and Fisheries, 22, (2012)p.
861-886. DOI: 10.1007/s11160-012-9270-x

e DIAS, G. C.M. Caracterizacdo, Isolamento e Cultura de Espermatogbnias Primarias de
curimbata. Tese (Doutorado em Ciéncias) Departamento de Biologia Celular e do
Desenvolvimento do Instituto de Ciéncias Biomédicas da Universidade de S&o Paulo, 2015.
DOI: 10.11606/T.42.2015.tde-08062015-100249

e FRANEK, R.; MARINOVIC, Z.; JLUJIC, J.; URBANYI, B.; FUCIKOVA,M.; KASPAR,
V.; PSENICKA, M.; HORVATH, A. Cryopreservation and transplantation of common carp
spermatogonia. Cryopreservation and transplantation of common carp spermatogonia. Plos
Oline 14(4): e0205481. 2019. https://doi.org/10.1371/journal.pone.0205481

e HAGEDORN, M. M.; DALY, J.P.; CARTER, V.L; COLE, K.S.; JAFAR, Z.; LAGER,
C.V.; PARENTI, L. R. Cryopreservation of Fish Spermatogonial Cells: The Future of
Natural History Collections. Sci Rep 8, 6149 (2018). https://doi.org/10.1038/s41598-018-
24269-3

44


https://doi.org/10.1038/s41598-018-24269-3
https://doi.org/10.1038/s41598-018-24269-3

LACERDA S.M.S.N.; BATLOUNI S.R.; SILVA S.B.G.; HOMEM C.S.P.; FRANCA L.R.
Germ cells transplantation in fish: the Nile-tilapia model. Animal Reproduction Science, v.
3, n° 2, p.146-159., april/June. 2006.
https://www.researchgate.net/publication/228800805_Germ_cells_transplantation_in_fish T
he_Nile-tilapia_model

LACERDA, S. M. S. M.; COSTA, G. M. J,; SILVA, M. A.; CAMPOS-JUNIOR, P. H. A;;
SEGATELLI, T. M.; PEIXOTO, T. D.; RESENDE, R. R; FRANCA, L. R. Phenotypic
characterization and in vitro propagation and transplantation of the Nile tilapia
(Oreochromis niloticus) spermatogonial stem cells. General and Comparative
Endocrinology 192, p. 95-106, 2013. https://doi.org/10.1016/j.ygcen.2013.06.013
LACERDA, S. M. S. N. Transplante de espermatogénias: a tilapia-nilética (Oreochromis
niloticus) como modelo experimental. Dissertacdo (mestrado em ciéncias) Universidade
federal de Minas Gerais, 2006. http://hdl.handle.net/1843/ICBC-6W6HT2

LACERDA, S. M. S. N. Transplante singénico e xenogénico de espermatogénias-tronco em
tildpias-niléticas (Oreochromis niloticus) adultas. 2010. Tese (doutorado em biologia
celular) apresentada a Universidade Federal de Minas, Belo horizonte, MG.
https://repositorio.ufmg.br/handle/1843/BUOS-8M6J2G

LACERDA, S. M. S. N.; BATLOUNI, S. R.; ASSIS, L.H; RESENDE, F. M.; CAMPOS-
SILVA, S. M..; CAMPOS-SILVA, R.; SEGATELLIM T. M.; FRANCA L. R. Germ cell
trasnplantation in tilapias (Oreochromis niloticus). Cybium, v.32, p. 115-118, 2008.
https://www.researchgate.net/publication/287000074 Germ_cell_transplantation_in_tilapia
Oreochromis_niloticus

LACERDA, S. M. S. N.; BATLOUNI, S. R.; COSTA G. M. J.; SEGATELLI, T. M,;
QUIRINO, B.R.; QUEIROZ B. M.; KALAPOTHAKIS E.; FRANCA L. R. A new and fast
technique to generate offspring after germ cells transplantation in adult fish: The Nile tilapia
(Oreochromis  niloticus) model. Plos One. V. 5, Issue, p. 1-9, 2010.
https://doi.org/10.1371/journal.pone.0010740

LACERDA, S. M. S. N.; BATLOUNI, S. R.;SILVA, S. B. G.; HOMEM, C. S. P,
FRANCA L. R. Germ cells transplantation in fish: the Nile-tilapia model. Animal
Reproduction, v. 3, n2,p. 146-159, 2006. Disponivel Disponivel em:<
https://www.researchgate.net/publication/228800805_Germ_cells_transplantation_in_fish_T
he_Nile-tilapia_model. Acesso em: 02/11/2019.

LEE, S.; IWASAKI, Y; SHIKINA, S; YOSHIZAKI, G. Generation of functional eggs and
sperm from cryopreserved whole testes. Proc. Natl. Acad. Sci. USA. 2013 Jan 29; 110(5): p.
1640-1645. doi: 10.1073/pnas.1218468110

LEE, S.; IWASAKI, Y; YOSHIZAKI, G. Long-term (5 years) cryopreserved spermatogonia
have high capacity to generate functional gametes via interspecies transplantation in
salmonids. Cryobiology, xxx, 2016, p. 1-5. http://dx.doi.org/10.1016/j.cryobiol.2016.08.001
LEE, S.; KATAYAMA, N.; YOSHIZAKI, G. Generation of juvenile rainbow trout derived
from cryopreserved whole ovaries by intraperitoneal transplantation of ovarian germ cells.
Biochemical and Biophysical Research Communications, S0006-291X (2016)31420-6.

DOI: 10.1016/j.bbrc.2016.08.156 ; https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/27581197
LINHARTOVA, Z.; RODINA, M.; GURALP, H.; GAZO, L; SAITO, T.; PSENICKA M.
Isolation and cryopreservation of early stages of germ cells of tench (Tinca tinca). Czech J.
Anim. Sci., 59, 2014 (8): 381-390.
https://www.cabdirect.org/cabdirect/abstract/20143317428

MAZUR, P. The role of intracellular freezing in the death of cells cooled at supraoptimal
rates. Cryobiology, v.14, Issue 3, June 1977, Pages 251-272. https://doi.org/10.1016/0011-
2240(77)90175-4

OKUTSU, T.; SHIKINA, S.; SAKAMOTO, T.; MOCHIZUKI, M.; YOSHIZAKI, G.
Successful production of functional Y eggs derived from spermatogonia transplanted into

45


https://www.researchgate.net/publication/228800805_Germ_cells_transplantation_in_fish_The_Nile-tilapia_model
https://www.researchgate.net/publication/228800805_Germ_cells_transplantation_in_fish_The_Nile-tilapia_model
https://doi.org/10.1016/j.ygcen.2013.06.013
https://www.researchgate.net/publication/287000074_Germ_cell_transplantation_in_tilapia_Oreochromis_niloticus
https://www.researchgate.net/publication/287000074_Germ_cell_transplantation_in_tilapia_Oreochromis_niloticus
https://dx.doi.org/10.1073%2Fpnas.1218468110
https://doi.org/10.1016/j.bbrc.2016.08.156
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/27581197
https://www.cabdirect.org/cabdirect/abstract/20143317428
https://doi.org/10.1016/0011-2240(77)90175-4
https://doi.org/10.1016/0011-2240(77)90175-4

female recipients and subsequent production of YY supermales in rainbow trout,
Oncorhynchus  mykiss.  Aquaculture.  2015; 446: 298-302. https://doi.org/
10.1016/j.aquaculture.2015.05.020

OKUTSU, T.; YANO, A.; NAGASAWA, K., SHIKINA, S.; KOBAYASHI, T,
TAKEUCHI, Y.; YOSHIZAKI, G. Manipulation of fish germ cell: visualization,
cryopreservation and transplantation. Journal of Reproduction and Development, 2006, 52,
685-693. DOI: 10.1262/jrd.18096

PSENICKA, M.; SAITO, T.; RODINA, M.; DZYUBA, B. Cryopreservation of early stage
Siberian sturgeon Acipenser baerii germ cells, comparison of whole tissue and dissociated
cells.  Cryobiology, v. 72, Issue 2, april 2016, pages 119-122.
https://doi.org/10.1016/j.cryobiol.2016.02.005

ROBLES V.; CABRITA E.; HERRAEZ, M. P. Germplasm cryobanking in zebrafish and
other aquarium model species. Zebrafish, v.6, n° 3, p. 281-293. Sep. 20009.
https://doi.org/10.1089/zeb.2009.0592

YOSHIZAKI, G.; LEE, S. Production of live fish derived from frozen germ cells via germ
cell transplantation. Stem cell Research 29, 2018, p. 103-110.
https://doi.org/10.1016/j.scr.2018.03.015

YOSHIZAKI, G; ICHIKAWA, M.; HAYASHI, M.; IWASAKI, Y.; MIWA, M.; SHIKINA,
S.; OKUTSU, T. Sexual plasticity of ovarian germ cells in rainbow trout. Development.
2010; 137: 1227-30. https://doi.org/10.1242/dev.044982 PMID: 20223765 ;
DOI:10.1242/dev.044982

46


https://doi.org/10.1262/jrd.18096
https://doi.org/10.1016/j.cryobiol.2016.02.005
https://doi.org/10.1089/zeb.2009.0592
https://doi.org/10.1242/dev.044982

4. XENOTRANSPLANTE DE CELULAS GERMINATIVAS DE PEIXES E CRUSTACEOS
EM PEIXES

4.1. INTRODUCAO

O ndmero de espécies de peixes usadas na aquicultura é amplo, sendo algumas bastante
apreciadas e de elevada importancia econémica. Entretanto, uma pequena parte apresenta
reproducéo tardia, baixa fecundidade e/ou ndo consegue se reproduzir naturalmente em cativeiro,
necessitando de intervengdo humana. Além disto, a produgdo de peixes nativos enfrenta barreiras
reprodutivas e de legislagdo, que afetam a oferta de alevinos no mercado. Este cenério possibilitou o
emprego de novas técnicas como o transplante de células tronco germinativas, que vém sendo
utilizadas nas duas Ultimas décadas em mamiferos. Essa técnica bioldgica de reproducdo, ja
estabelecida, apresenta alto potencial biotecnolégico e demonstra a mesma aplicabilidade para
reproducéo de peixes.

O xenotransplante de células tronco germinativas foi descrito inicialmente no inicio do
milénio (TAKEUCHI et al., 2004; OKUTSU et al., 2007) e vem sendo empregado com sucesso em
larvas recém eclodidas. Esta técnica permitiu gerar gametas do salmdo mansu (Oncorhynchus
masou) em Truta arco-iris (Oncorhynchus mykiss), evitando a rejeicdo das células germinativas
introduzidas (YOSHIZAKI e Lee, 2018). Além disso, apresenta um importante aspecto, pois
demonstrou que as células-tronco da linhagem reprodutiva do doador produzissem gametas com
base no sexo do receptor, ndo no proprio género do doador (YOSHIZAKI et al., 2010). Outros
estudos realizaram o transplante de células germinativas primordiais migratérias para o blastodisco
no estagio da blastula, antes da sua diferenciacdo em células germinativas (SAITO et al., 2010),
transplantaram células-tronco espermatogoniais em adultos com espermatogénese e oogénese
endogena estabelecidas, apés o qual foram suprimidas por droga com acdo imunossupressora
(MAJHI et al., 2009; LACERDA et al., 2010, 2013). Peixes triploides também foram recentemente
desenvolvidos para esta finalidade (YOSHIZAKI e Lee, 2018).

Quando usado em larvas, o transplante é realizado por via intraperitoneal proximo a crista
genital com uso de pipeta de vidro, que possibilita que células alogénicas ou xenogénicas de um
peixe doador sejam transferidas para um peixe receptor (Figura 6). Apds o transplante, estas células
migram espontaneamente para o testiculo ou ovarios imaturos, onde sdo incorporadas e ddo inicio
ao processo de espermatogénese ou oogénese, respectivamente (TAKEUCHI et al., 2003; OKUTSU
et al., 2006). Em adultos pode ser realizada via papila urogenital (LACERDA et al., 2010) em
peixes grandes porte por rete testis (guiado por ultrassonografia) ou através da rede extratesticular,
localizada entre a rede intratesticular e os ductulos eferentes (RODRIGUEZ-SOSA et al., 2006).
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Figura 6. llustracdo das diferentes fases do desenvolvimento de peixes receptores. A- Transplante
de células germinativas primordiais em embrides; B- Transplante na cavidade peritoneal de larvas;
C- transplante em adultos com gbnadas suprimidas. (LACERDA et al., 2012).

Antes do transplante as gbénadas do doador passam por uma digestdo enzimatica para
obtencdo da suspensdo celular, que posteriormente é separada por gradiente de Percoll e em
seguida, submetida a um plaqueamento diferencial para obtencdo do pool de espermatogdnias ou
oogonias (LACERDA et al., 2006, 2013). Também para uma melhor purificacdo, apds digestdo
enzimatica, pode-se realizar a citometria de fluxo para purificacdo das células (KISE et al., 2012).
Independente dos métodos, gradiente de Percoll ou citometria de fluxo, as células podem ser
cultivadas e , independente do meio de cultura, a capacidade de proliferacdo continua (HONG et al.,
2004).

O transplante de células germinativas é um procedimento delicado que utiliza um
estereomicroscopio e um micromanipulador (YOSHIZAKI e LEE, 2018). Apresenta-se como uma
nova e promissora técnica de reproducdo que pode ser empregada em espéecies destinadas a
aquariofilia, uma inovacdo com valor inestimavel para a perpetuacdo de espécies, principalmente as
em perigo de extincdo, alem do papel significativo no desenvolvimento dos cenérios aquicola

ornamental nacional e internacional.

4.2. OBJETIVOS

Geral
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Produzir protocolos para producdo de peixes de dificil reproducdo (doadores), pelo
xenotransplante de células tronco germinativas para larvas e adultos de peixes tripldides
substitutos.
Especificos

Verificar viabilidade das pos-larvas e adultos de peixes substitutos como modelo receptor

para os transplantes singénico e xenogénico de espermatogonias e oogbnias de espécies de

peixes doadores com importancia ecoldgica e econémica;

e Analisar as gonadas dos animais substitutos transplantados por microscopia de fluorescéncia,
para verificacdo da presenca de células germinativas doadoras;

e Avaliar a funcionalidade dos gametas produzidos pelos peixes substitutos, pelo cruzamento
apos atingirem idade de maturacao sexual ou por inducao;

e Avaliar as ninhadas produzidas por peixes transplantados, através da caracterizacao

molecular da progénie por meio de DNA microssatélite.

4.3. MATERIAL E METODOS
4.3.1 Animais envolvidos

Os alevinos e/ou adultos destinados a serem barrigas substitutas (receptores) serdo
provenientes das espécies de peixes listadas no projeto Producdo de tripldides (Projeto 1). Para
tanto, sera obedecida uma relacdo de 1000 larvas por especie receptora/ espécie doadora conforme a
tabela abaixo. A escolha do receptor (barriga substituta) sera com base nas caracteristicas do peixe
doador, preferencialmente que seja filogeneticamente mais préximo para aumentar as chances de
sucesso do transplante. As células dos doadores para os transplantes serdo provenientes dos
trabalhos realizados no projeto 2 e serdo distribuidas conforme a relacdo doadores/ receptores

abaixo (quadro 3).

Espécie Receptora Espécie(s) Doadora(s) N° de larvas a | N° de | Larvas transplantadas (Total)
serem espécies
trasplantadas doadoras

por espécies

Astyanax bimaculatus Leporinus octomaculatus 1000 1 1000

Colossoma macropomum Utiaritichthys sennaebragai; 1000 3 3000
Myleus micans;

Serrasalmus geryi

Leporinus friderici Leporinus octomaculatus 1000 1 1000

Leporinus obtusidens Leporinus octomaculatus 1000 1 1000
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Oreochromis spp. Oreochromis spp; 1000 5 5000
Osteoglossum bicirrhosum;
Arapaima gigas;
Astronotus ocellatus;

Panulirus argus

Pangasius hypophthalmus Conorhynchos conirostris; 1000 3 3000
Aguarunichthys tocantinsensis;

Kalyptodoras bahiensis

Piaractus brachypomus Utiaritichthys sennaebragai; 1000 3 3000
Myleus micans;

Serrasalmus geryi

Piaractus mesopotamicus Utiaritichthys sennaebragai; 1000 3 3000

Myleus micans; Serrasalmus geryi

Pimelodus maculatus Conorhynchos conirostris; 1000 3 3000
Aguarunichthys tocantinsensis;

Kalyptodoras bahiensis

4.3.2. Transplante células germinativas
4.3.2.1. Larvas de peixe

Para cada espécie doadora, serdo utilizadas larvas dos peixes receptores (n=1000) que serdo
anestesiadas e contidas em placas moldadas com &gar 2,5% para realizacdo da microinjecéo. Para
determinar a melhor idade para o transplante, a operacdo sera realizada em varios dias pés-
fertilizacdo (4, 6, 8, 10, 14) a depender da espécie. A quantidade de células microinjetadas (3, 6 e 10
mil/cel) serd identificada e qual melhor porcentagem de peixes com as gdnadas colonizadas de
células do doador, para cada idade e espécie (SEKI et al., 2017).

O transplante sera realizado no laboratorio TRIMA/UFERSA em condigdes estéreis. Assim,
sera procedido com o auxilio de estereomicroscépio, seringa com filtro de ar, agulha 34 g, e pipeta
de vidro especifica para o transplante. Apds os transplantes, 0s peixes serdo colocados em aquério

com agua corrente para recuperagdo da anestesia e observados por 10 dias (AP).

4.3.2.2. Em peixes adultos
Os peixes adultos a serem utilizados serdo da mesma espécie descrita no projeto 1 (quadro
1) eles serdo tripldides ou ndo. No caso de ndo triploides, sera realizada a deplecdo da

espermatogénese e oogénese endogena com a droga quimioterapica Busulfan (LACERDA et al.,
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2010; MAJHI et al., 2014; SIQUEIRA-SILVA et al., 2018). A precisdo da via de transplante requer
conhecimento prévio da anatomia do trato genital dos peixes.

a) Avaliagéo da via de transplante

Para o prévio conhecimento da anatomia do trato genital, 5 exemplares de cada espécie que
ainda ndo tenham protocolos descrito serdo analisados anteriormente para determinar a melhor
forma de realizar o transplante, de acordo com as especificidades de cada anatomia. Posteriormente,
serd realizada a pigmentagdo da via de transplante com azul de Tripan 0,4% com auxilio de
microcanula acoplada a uma seringa de 3 mL e um microscopio estereoscopio. Em seguida 0s
peixes serdo sacrificados e terdo sua cavidade celomatica aberta para confirmacdo da presenca do
corante e para confirmacdo da distribuicdo da droga supressora em toda gdnada sem prejudicar
outras areas (LACERDA et al., 2010).

b) Deplecdo da espermatogénese e 0ogénese dos animais receptores quando ndo triploides

Animais sexualmente maduros (n= 30) serdo mantidos a uma temperatura de 35°C por uma
semana antes do tratamento com Busulfan. Peixes serdo tratados com duas injecdes de Busulfan
previamente diluidas em dimetil sulfoxido e, posteriormente, em agua destilada sob agitacdo
constante = 37°C. A primeira dose sera com 18 mg/kg/peso corporal e a segunda 15 mg/kg/peso
corporal, injetados por via de transplante, com intervalo de duas semanas entre as mesmas. Como
forma de controle, 10 peixes receberdo as injecdes apenas com diluente (DMSA e agua destilada)
para realizar comparacdes.

Quatro exemplares tratados e dois do controle serdo sacrificados e terdo suas gdnadas
coletadas apds 3 semanas da 1 dose, sendo sacrificadas para analise histoldgica e avaliacéo do efeito
supressor da droga utilizada. Nos exemplares tratados com a segunda dose apds a mesmo periodo

anterior também serdo analisados em mesma quantidade.

¢) Transplante de células germinativas

Apdbs confirmacdo da melhor via de transplante e sucesso da supressdo, o transplante vai
acontecer pela papila urogenital dos peixes com espermatogénese/oogénese deprimida ou peixes 3n,
com auxilio de microscépio estereoscopio, utilizando-se uma microcanula de poliestireno com

aproximadamente 300um de didmetro externo em sua extremidade, acoplada a seringa de 3mL.
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Cada animal ird receber uma quantidade de células, que depende de cada espécie. A solucao
contendo as células para o transplante sera enriquecida com dMEM e do corante vital azul de
Tripan 0,4% em salina (Sigma), na proporcéo de 1:1 (LACERDA et al., 2010).

4.3.2.3 Analise das gbnadas dos receptores para verificar a presenca de células marcadas

Larvas e adultos receberdo células germinativas dos doadores marcadas com PKH26
(LARCERDA et al., 2010; 2013). Ap0s transplantes, os exemplares serdo acomodados em caixas de
1.000 litros com circulacdo de &gua, aeracdo e controle da temperatura com termostato. A anélise
dos peixes (5) sera realizada 1 més apds o transplante e das larvas (15) ou quando atingirem 15g, no
momento em que suas gonadas serdo coletadas e para posterior analise em microscopia de luz
(LACERDA et al., 2010).

ApoGs coleta, fragmentos dos testiculos/ovérios desses animais serdo embebidos em meio
apropriado (Jung Tissue Freezing Medium; Leica Instruments, Nussloch, Alemanha), congelados
em nitrogénio liquido (-196°C) e armazenados + -80°C. Estes fragmentos serdo seccionados na
espessura de 5um, utilizando-se criostato + -30°C (LEICA CM 1850; Leica Instruments, Nussloch,
Alemanha). Os cortes obtidos serdo secos em geladeira e as laminas montadas com éster de
cianoacrilato (Super Bonder4). Para a andlise histoldgica sera utilizado o microscopio (Olympus
IX-70) de fluorescéncia com filtro U-MWG da Olympus. Todas as fotos serdo feitas utilizando
camera digital e guardadas para analises. Outros fragmentos serdo fixados em glutaraldeido
tamponado a 4%, incluidos em glicol metacrilato e preparados rotineiramente para avaliacdo da

presenca eventual de células germinativas oriundas do doador.

4.3.3.4 Viabilidade do transplante
a) Larvas
Para avaliacdo da viabilidade do transplante, larvas transplantadas serdo cultivadas até
atingirem a idade reprodutiva, e induzidas conforme os protocolos de inducdo citados no projeto 1
(quadro 2). O objetivo é avaliar a viabilidade dos gametas. Estes alevinos (F1) provenientes de
reprodutores transplantados, também serdo cultivados e posteriormente avaliados quanto a
funcionalidade dos seus gametas. Como forma de se certificar que os animais F1 sdo realmente
provenientes de células doadores, serdo submetidos a anélise de DNA microssatélite em laboratorio
parceiro, sendo cinco fémeas e cinco machos conforme a metodologia descrita por (LACERDA et
al., 2010).
b) Adultos
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Confirmado o sucesso dos transplantes, os peixes serdo cultivados e separados para

reproducgdo quando atingirem a maturacgéo sexual. O objetivo também ¢é avaliar a funcionalidade dos

gametas gerados por ceélulas transplantadas e o sucesso relativo dos transplantes de peixes

transplantados pelo numero de peixes que desenvolveram as células transplantadas). Para

reproducéo os peixes serdo induzidos conforme os protocolos estabelecidos no projeto 1(quadro 2).

Quadro 2: Espécies, hormonio para inducéo e dose a serem utilizadas para producéo de triploides

Espécie

Hormonio

Dose

Referéncia

Extrato Bruto

5 mg/kg (fémeas 20% e 80%, 14

horas depois da primeira) e 3mg/ kg

(MARCON et al.,

segunda dose das fémeas

Astyanax bimaculatus de Hipofise de o 2019;
(machos dose Unica) no momento da ORBOLATO et
Carpa (EBHC) . al., 2006)
segunda dose das fémeas B
5,5 mg/kg (fémeas 1° 10% e 90%,
Extrato Bruto apos 12 horas da primeira) e 2,5
Colossoma macropomum | de Hipéfise de mg/kg ( machos dose tnica) no (EMZ%TSPA
Carpa (EBHC) momento da segunda dose das
fémeas.
A 0, 0,
1,5 mg/kg (fémeas 33,% e 67%, (SOUZA,
) . apos 6 horas da primeira) e 1 mg/kg 2015
Leporinus friderici EBHC o SAMPAIO:
(machos dose Unica) no momento da ’
SATO,
segunda dose das fémeas. 2009)
5 mg/kg (fémeas 10% e 90%, 12
] ) horas depois da primeira) e 3mg/ k
Leporinus obtusidens EBHC P ) p_ ) 98 1 (QUEROL etal,
(machos dose Unica) no momento da 2013)

Gonadotrofina

5000 Ul/kg (fémeas 10,% e 90%,

apds 18 horas da primeira)

(HASSUN et al.,

momento da segunda dose das

fémeas.

Oreochromis spp. coridnica
2018)

humana (hCG)
Ovaprim (20

) um de GnRHa 0,3 e 0,6 ml/ kg nas fémeas e 0,4

Pangasius hypophthalmus J (LEGENDRE et
e 10 mg de ml/kg machos . al., 2000)

domperidona )

5,5 mg/kg (fémeas 1° 10% e 90%,

apos 12 horas da primeira) e 2 mg/kg
Piaractus brachypomus EBHC (machos dose unica 0,5 ml/kg) no (LIMA, 2014)
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6 mg/kg (fémeas 1° 10% e 90%,
apods 10 horas da primeira) e 3 mg/kg
Piaractus mesopotamicus EBHC (machos dose tnica 0,5 mi/kg) no (GUaEIREOEl'SO et

momento da segunda dose das
fémeas.
5,5 mg/kg (fémeas 1° 10% e 90%,
apos 6 horas da primeira) e 5 mg/kg

Pimelodus maculatus EBHC (machos dose tnica 0,5 ml/kg) no (BEEE{%';W"

momento da segunda dose das

fémeas.
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