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RESUMO

O desenvolvimento de animais endogamicos, em funcdo da homogeneidade genética,
representa ferramenta importante para pesquisas biomédicas. Para gerar Zebrafish
homozigoto, € possivel interromper a conclusdo da meiose Il ou mitose em embrides
haploides. Para realizar essas interferéncias no ciclo celular, existem diferentes
metodologias baseadas no choque de presséo, com grau de complexidade e taxas de
sucesso variaveis. Para simplificar e melhorar a taxa de sucesso, este trabalho prop&e
desenvolver e testar uma nova metodologia, com procedimentos mais simples,
baseada na combinacéo de irradiacdo espermatica por UV-C por um tempo mais curto
seguido de um choque térmico em diferentes temperaturas. Deste modo, o
desenvolvimento dos descendentes gerados por ginogénese meiotica (Mei) ou
mitética (Mit), por meio das combinacdes de diferentes parametros de irradiacao (28,5
mJ/cm?, 105 mJ/cm? e 210 mJ/cm?) e temperaturas (Mei: 40,40, 40,60 ou 40,90°C;
Mt: 41,40, 41,90 ou 42,45°C), foi comparado. Para confirmar o sucesso da
ginogénese, foi feita uma compilacgdo de metodologias ndo moleculares,
acrescentando o uso de contagens de metafases embrionarias. Os resultados
mostraram que a irradiacdo de 28,5mJ/cm? por curto periodo, garante embrides
haploides e boa taxa de fertilizacdo. Em relacdo a temperatura, o choque a 40,6°C
aplicado dos 4 minutos aos 6 minutos pos fertilizacdo, alcangcou média de 42,08% de
animais saudaveis ao final de 120 horas pés fertilizacdo. Na ginogénese mitética,
41,9°C apresentou média de 11,91% de larvas saudaveis em 120 horas pos
fertilizacdo quando aplicado o choque entre 18 a 20 minutos pos fertilizac&o.
Concluséo: a metodologia proposta foi eficaz em gerar embrides ginogenéticos sendo
gue ginogénese meiotica gerou descendentes com taxas de viabilidade, malformacgéo
e saude maior do que a técnica mitdtica. A retencdo do segundo corpusculo polar
requer menor temperatura (~1,3°C) e esta ligada ao estagio de desenvolvimento. Ao
passo que, para interromper um ciclo mitético, foi necessario utilizar temperatura mais

alta.

Palavras-chave: ginogénese, homozigose, isogenia.



ABSTRACT

The development of inbred animals, due to genetic homogeneity, represents an
important tool for biomedical research. To generate homozygous Zebrafish, it is
possible to disrupt the completion of meiosis Il or mitosis in haploid embryos. To carry
out these interferences in the cell cycle, there are different methodologies based on
pressure shock, with varying degrees of complexity and success rates. To simplify and
improve the success rate, this work proposes to develop and test a new methodology,
with simpler procedures, based on the combination of sperm irradiation by UV-C for a
shorter time followed by a thermal shock at different temperatures. Thus, the
development of descendants generated by meiotic (Mei) or mitotic (Mit) gynogenesis,
through combinations of different irradiation parameters (28.5 mJ/cm2, 105 mJ/cm2
and 210 mJ/cm2) and temperatures (Mei: 40.40, 40.60 or 40.90°C; Mt: 41.40, 41.90 or
42.45°C), was compared. To confirm the success of gynogenesis, a compilation of
non-molecular methodologies was made, adding the use of embryonic metaphase
counts. The results showed that the irradiation of 28.5mJ/cm2 for a short period
guarantees haploid embryos and good fertilization rate. Regarding temperature, the
shock at 40.6°C applied from 4 minutes to 6 minutes post fertilization reached an
average of 42.08% of healthy animals at the end of 120 hours post fertilization. In
mitotic gynogenesis, 41.9°C showed an average of 11.91% of healthy larvae in 120
hours post fertilization when the shock was applied between 18 and 20minutes post
fertilization. Conclusion: the proposed methodology was effective in generating
gynogenetic embryos and meiotic gynogenesis generated offspring with higher
viability, malformation and health rates than the mitotic technique. Retention of the
second polar body requires lower temperature (~1.3°C) and is linked to the
developmental stage. Whereas, to interrupt a mitotic cycle, it was necessary to use a

higher temperature.

Keywords: gynogenesis, homozygosity, isogenie.
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1. INTRODUCAO

1.1. A importancia do Zebrafish nas pesquisas

O Zebrafish (Da nio rerio, Cypriniformes, Cyprinidae) é atualmente o segundo
modelo animal mais utilizado em pesquisas ho mundo, atrds somente do modelo
murino (LIESCHKE; CURRIE, 2007). Devido a sua embriologia, ha acesso imediato a
todos os estagios de desenvolvimento, e, por isso, pode ser um modelo de vertebrado
geneticamente manipulavel em um nivel anteriormente alcancado apenas com a
Drosophila melanogaster (KIMMEL et al., 1995; LIESCHKE; CURRIE, 2007). A
fertilizacdo externa, alta fecundidade, rapido desenvolvimento e altas densidades
demonstram como o Zebrafish € vantajoso e, portanto, capaz de refinar a qualidade
dos resultados de pesquisa (KIMMEL et al., 1995; LIU et al., 2017).

1.2. A importancia do controle genético em animais de pesquisa

A pesquisa atual necessita da utilizacdo de animais que atendam a parametros
de qualidade genética e sanitaria a fim de garantir a viabilidade e confiabilidade dos
resultados (ANDRADE, 2002). Nesse contexto, o uso de material biolégico com
genética uniforme e conhecida possibilita que as Unicas variaveis sejam aquelas que
0 pesquisador introduz, o que diminui 0 numero de animais usados e a necessidade
de repeticdo do experimento (ANDRADE, 2002). Desta forma, a producédo e uso de
Zebrafish isogénicos, ou com alto grau de homozigose, possibilita o refinamento e a
reducdo do uso de animais em pesquisas e representa compromisso com a aplicacao
principio dos 3Rs (reduce, replace, refine-, em portugués, reduzir, substituir, refinar)
nas pesquisas.

A propagacdo de uma linhagem inbred tem o proposito de minimizar a
heterozigose geralmente por meio de endocruzamentos, fazendo com que todos os
animais de uma linhagem sejam ligados a um ancestral comum por um intervalo
minimo de geracdes (SANTOS, 2002). Em modelos murinos, a isogenia pode ser
alcancada por meio de acasalamentos consanguineos de 20 geracdes, mas no
modelo Zebrafish os acasalamentos consanguineos foram alcancados até a 142
geracdo (SHINYA; SAKAI, 2011).
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1.3. A técnicade ginogénese

Uma técnica para alcancar altos graus de homozigose, em um periodo menor
gue o endocruzamento, € através da ginogénese. A ginogénese é um método de
manipulagdo cromossomica caracterizado pelo uso exclusivamente de material
genético feminino para produzir descendentes (EL-SAYED, 2019). Na técnica, o
material genético do esperma é inativado por radiacdo UV-C ou raio gama e é usado
exclusivamente para a ativacéo do évulo feminino. O embrido potencialmente haploide
sofre choque térmico ou choque de presséao para a diploidizacdo do DNA. Nesta fase,
ocorre ginogénese meiotica ou mitética, dependendo de como o DNA ¢é duplicado
(ARAI, 2000; STREISINGER et al., 1981; WESTERFIELD, 2007). Essa técnica ja foi
aplicada a varias espécies de peixes de agua doce e marinhas comercialmente
importantes, incluindo o peixe dourado Carassius auratus, amago japonés
Oncorhynchus rhodurus , medaka Oryzias latipes , loach da lagoa Misgurnus
anguillicaudatus , tilapia do Nilo Oreochromis niloticus , carpa comum Cyprinus carpio,
e o robalo europeu marinho Dicentrarchus labrax L., lampreia marinha Petromyzon
marinus e grande corvina amarela pseudociaena croce (ARAI, 2001; BERTOTTO et
al., 2005; CAl et al., 2010; KOBAYASHI et al., 1994; KOMEN et al., 1991; MULLER-
BELECKE; HORSTGEN-SCHWARK, 2000; NARUSE et al., 1985; PANDIAN;
KOTEESWARAN, 1998; PASCHOS et al.,, 2001; RINCHARD; DABROWSKI;
GARCIA-ABIADO, 2006; SUWA; ARAI; SUZUKI, 1994).

1.4. Ginogénese mitética

Dentre as possibilidades de diploidizacdo de embrides haploides esta a
ginogénese mitdtica, capaz de criar organismos totalmente homozigotos em primeira
geracéo e linhagens isogénicas ja na segunda geracao se aplicada a mesma técnica
na prole (ARAI, 2000; FRANEK et al., 2020; STREISINGER et al., 1981).

Na literatura h& estudos sobre a utilizacdo desta técnica em Zebrafish utilizando
41,4 °C em 13 minutos apos a fertilizagdo como protocolo ou ainda 42 °C em 18
minutos apos a fertilizagdo (MENON; NAIR, 2019; MIZGIREV; REVSKQY, 2010). Para
alcancar a ginogénese mitotica, um ciclo celular & interrompido por mecanismos que
inibem a formacdo de fibras do fuso, o que significa que ndo h& divisdo das
cromatides-irmés (ARAI, 2000, 2001; STREISINGER et al., 1981). Assim, o zigoto

torna-se diploide com 100% de homozigose para todos os loci. Embora seja uma
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vantagem na conquista da isogenia, h poucos exemplares no mundo devido a baixa
sobrevivéncia (ARAI, 2001).

1.5. Ginogénese meidtica

Na ginogénese meidtica, a conclusdo da meiose Il, que ocorre naturalmente
apos a fertilizacéo pelo espermatozoide, é interrompida e o segundo corpusculo polar
€ retido por meio de mecanismos fisicos, como choque de pressao, capazes de
desestabilizar e desorganizar o0s microtubulos e centrossomos (KOMEN;
THORGAARD, 2007). Uma vez retido, o material genético desse corpusculo associa-
se ao DNA primario e garante a diploidizacao do zigoto recém-formado (DAS; PATEL,
2020). Este método garante embrides homozigotos em loci que nao sofreram
recombinacédo durante a meiose |. Cerca de 50% de homozigose € detectada para loci
centroméricos e menos de 1% para loci teloméricos (WALKER; WALSH; MOENS,
2009).

1.6. Destruicdo do material genético espermatico e ginogénese
A utilizacdo da técnica de inativacdo do material genético espermatico
acompanha o interesse acerca de genética na aquicultura, bem como a possibilidade
de alcancar alta taxa de homozigose em peixes através da ginogénese (FISH, 1962).
A ginogénese surgiu em 1911, quando Hertwig analisou, em sapos, a ndo
contribuicdo genética paterna no desenvolvimento de embrides quando espermas de
sapos receberam doses de raios gama (PURDOM, 1969). Hertwig analisou, ainda,
gue os embrides mostraram uma alta mortalidade em doses baixas de irradiacéo
sobre os espermatozoides, mas apresentaram melhores taxas de sobrevivéncia em
doses mais altas de irradiagcdo. Tal fendmeno pode ser explicado a partir do principio
de que a inativacao do espermatozoide € parcial em baixas doses com o resultado de
gue os embribes se desenvolvem com uma condicdo cromossémica aneuploidia,

condi¢ao muito prejudicial ao desenvolvimento (NARUSE et al., 1985).
Desde entdo, muitos sédo os estudos utilizando a ginogénese e, por consequéncia,
a inativacdo do material genético espermatico. Thorgaard, em 1983, realizou um
estudo acerca de manipulacado de cromossomos e controle sexual em peixes, no qual
citou as diversas possibilidades de inativagdo do material genético espermatico tais
como Raio X, Raio y e Raio Ultravioleta, bem como suas vantagens e desvantagens
(THORGAARD, 1983). Acerca da UV-C o autor cita sua facilidade e usualidade em
15



laboratérios, bem como o menor perigo apresentado pela radiacdo ultravioleta ao ser
humano. A autor ressalta que a luz ultravioleta danifica os cromossomos
principalmente por inducéo de dimeros de timina, essa molécula ndo se encaixa bem
na estrutura de dupla-hélice, bloqueando a replicacdo do DNA.

Por fim, (THORGAARD, 1983) analisa a ineficiéncia da destruicdo total do DNA
espermatico através da radiacao ultravioleta quando se trata de amostras de esperma
espesso e opaco. Para que a luz UV-C aja de maneira eficaz, € necessario a
preparacao de uma fina camada de material espermético que entrarq em contato com
a luz ultravioleta. A partir disso, 0 autor salienta a necessidade da adequagéo do
meétodo de destruicao.

Em Zebrafish, (MENON; BHATTRAI; NAIR, 2017) utilizaram 30 s (6 mJ/cm?), 60 s
(12 mJ/cm?), 90s (18 mJ/cm?), 120 s (24 mJ/cm?) e 150 s (30 mJ/cm?) para estudar os
efeitos dessas doses sobre a inativacdo genética espermatica e, por consequéncia, a
prole resultante dessas irradiacfes. Os autores concluiram que em todas essas
dosagens houve a inativacdo do material espermatico, variando, entre os embrides, a
gravidade da sindrome haploide, caracterizada por corpo encurtado, tamanho
reduzido dos olhos, edema pericardico e falha na circulagdo do tronco.

Baseado nos trabalhos da literatura, foram realizados os experimentos para
obtencdo de Zebrafish ginogenéticos meibtico ou mitéticos, no entanto, nao foi
possivel com os choques térmicos propostos. Com isso, foi proposto neste trabalho
avaliar a eficacia de outras temperaturas para duplicacdo do material genético

materno.
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2.

OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral

Comparacgédo de desenvolvimento da prole fruto de ginogénese mitdtica e

meidtica em questéo de viabilidade, malformacéo e saude.

2.2. Objetivos especificos

|.  Padronizar técnicas de fertilizacao in vitro no modelo Zebrafish sob as

condi¢cBes do laboratério sede;

II. Padronizar a inativacdo do DNA espermatica utilizando UV-C e

mensurar a intensidade da irradiacdo necessaria;

lll.  Desenvolver técnicas para confirmacdo do sucesso do procedimento

ginogenético;

IV. Padronizar choque térmico para gerar embrifes diploides a partir de

embrides haploides recém fertilizados por meio de reten¢éo do segundo

corpusculo polar;

V. Padronizar choque térmico para gerar embribes diploides a partir de

embrides haploides recém fertilizados por meio de interrupcdo de um

ciclo mitético;
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Da linhagem utilizada

O projeto foi aprovado pela CEUA UFSCar sob os protocolos 6211040219 e
8222200722. A linhagem utilizada foi a estabelecida no laboratério de Imunologia
Aplicada composta por machos de fenoétipo selvagem e fémeas de fendtipo dourado,
sendo que a variedade dourada apresenta hipopigmentacao de melanoforos na pele,
bem como no epitélio pigmentar da retina (EPR) (LAMASON et al., 2005). Animais
com tal fenotipo sdo homozigotos para a mutacdo dourada, sendo recessivos para o
genatipo do tipo selvagem. Os animais utilizados eram proles, sem endocruzamento,
geradas por pais jA& mantidos no laboratério, sendo assim, as condi¢cdes de saude e
histérico de cada animal ja era de conhecimento dos envolvidos nesse projeto.

3.2 Da manutencdao da linhagem

Os animais utilizados tinham entre 6 e 12 meses de idade e foram mantidos em
sistema de recirculagdo com pH 7, temperatura de 28 °C e salinidade de 1 g/L, sendo
0s parametros verificados e ajustados diariamente, com troca parcial de 25% da agua
todos os dias, sob ciclo claro/escuro de 14 horas/10 horas. Machos e fémeas foram
mantidos em aqudrios separados por pelo menos duas semanas antes dos
experimentos, alimentados 3 vezes ao dia com racdo comercial adequada para a
espécie (Min Flakes, Tetra, Alemanha) e uma quarta vez com artémia liofilizada (FD
Brine Shrimp, Tropical, Polénia). Foram removidas as fezes diariamente e os filtros
limpos semanalmente. Todos os protocolos de cuidados e saude dos animais foram
seguidos conforme proposto por (WESTERFIELD, 2007).

3.3 Da padronizacgéo de fertilizag&o in vitro

A primeira padronizacao realizada foi a fertilizagéo in vitro utilizando o modelo
animal. Para tanto, foi analisado: (i) otimizacdo da coleta de espermatozoides e
solucdo adequada para manter os espermatozoides vivos, porém inativos até o
momento de fertilizacdo, (ii) analise de motilidade espermatica, (iii) extrusdo de ovos,
(iv) proporcao de ovos e solucéo espermatica, (v) propor¢cédo de gametas e meio para

ativacao.
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Para a realizagdo desta etapa, machos e fémeas foram mantidos por 15 dias
em aquarios separados, quando entdo foram postos em um mesmo aquario com
divisoria perfurada e foram mantidos assim durante a noite que precedeu o
experimento, seguindo a metodologia ja estabelecida no laboratorio, a fim de que
houvesse liberacéo e circulacdo de ferormonios. A proporcéo utilizada entre macho e
fémeas foi de quatro machos para cada fémea.

Na manha do experimento, antes que se acendesse a luz, cada macho adulto
foi posto em solugdo anestésica de tricaina (400 mg/L) (Sigma-aldrich, San Luis,
Missouri, EUA) até que houvesse total paralizagdo dos movimentos, quando entéo o
animal foi posto sobre uma esponja macia com a parte ventral para cima. Em seguida
foi seco com papel neutro e suave para entdo ser posto sob uma lupa e ter o esperma
coletado através do uso de um microcapilar sem heparina. O material gamético
coletado foi posto em solucédo de Ringer modificado (128,3 mM NaCl; 2, 6 mM KCI;
1,8 mM CaClz; 2,1 mM MgClz; 2,4 mM NaHCO2) sobre gelo.

Isso feito, a motilidade espermatica foi analisada por meio de microscopio
optico invertido (Primovert, Carl Zeiss, Jena, Alemanha). Para tanto, 1uL de solucéo
espermatica foi posta em uma lamina de microscépio (26X76 mm) e observada sob
um objetiva de 10 vezes, totalizando um aumento de 100 vezes. Uma vez confirmada
a presenca de espermatozoides foi aplicado 6 L de meio embrionario para ativacao.

Para a extrusdo dos ovos, assim que a luz acendeu, cada fémea foi
anestesiada da mesma maneira que os machos, também foi seca delicadamente para
entdo ser apertada para a liberacdo do material gamético, com a acomodacao dos
ovulos obtidos sobre um vidro de reldgio. Logo em seguida, foi depositado sobre os
0VO0Ss 0S espermatozoides coletados. Para isso, foi utilizado 6 pL de meio ringer a 28°C
para cada 1 pL de solucdo espermatica posta sobre os ovocitos femininos a fim da
ativacao dos gametas e, posteriormente, foi agitado o vidro de relogio delicadamente
para auxiliar a fertilizacdo. Passado um minuto, foi adicionado mais 1 mL de meio
embrionario E3. Em seguida a placa foi depositada em uma estufa a 28°C e foi
analisado o sucesso da padronizagdo por meio do acompanhamento do

desenvolvimento do embrido.
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3.4 Da padronizacao de irradiacdo espermatica

Para a realizacdo da técnica de ginogénese, foi preciso padronizar a correta
forma de irradiar os espermatozoides recém coletados de forma a manter a motilidade,
mas com inativacado do DNA. Foi optado pelo uso de luz ultravioleta-C, que apresenta
comprimento de onda de 254 nm, muito utilizada para esterilizacdo. Para esse projeto,
foi construida uma cabine de irradiacdo espermatica composta por duas lampadas
germicida PHILIPS TUV8 15W (Holanda) junto a um agitador. Ao redor de todo o
interior da caixa foi posto folha de aluminio para intensificar a irradiacao (Figura 1). A
distancia entre amostra e as lampadas totalizou 32 cm. Para analise da poténcia em
gue a luz atinge a amostra, foi utilizado o Medidor de Energia e Energia Laser (RoHS)
LabMax-TOP, COHERENT (Santa Clara, EUA) do Grupo de Otica da Universidade de

Séao Paulo, campus Sao Carlos.

F.

Figura 1: Foto da camara de irradiagdo montada para a execucao do projeto em questdo. O modelo
feito conta com agitador, duas lampadas UV-C de 15 Watts cada, além de aluminio ao redor de todas
as laterais internas. (Autoria propria, 2019)

Para medicéo, o sensor foi posto no centro do agitador contido na cabine de
irradiacdo, simulando a amostra espermatica para andlise da poténcia atingida no
local. Uma vez ascendidas as lampadas, o dispositivo foi deixado na cabine por,
aproximadamente, 4 minutos para se obter uma amostragem precisa.

Sabendo que:
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A partir das equacOes 1 a 3, foi possivel realizar o calculo para padronizacao
de destruicdo de DNA espermatico, sendo que a poténcia utilizada foi a média do valor
méaximo (0,33 mJ/s) e minimo (0,23 mJ/s) registrado pelo sensor. Aqui vale ressaltar
gue a area que o sensor mediu equivale a area de 20 uL de liquido.

Feito isso, para comprimir um dos objetivos principais desse projeto, foi
elaborado um ensaio para se analisar doses que sao viaveis e inviaveis para 0s
animais utilizados aqui. Para tanto, foi coletado o material gamético de 5 machos e,
em seguida, foi analisado o material esperméatico (1 pL de suspensao espermatica)
em um microscopio optico invertido (objetiva 10 x). Nesse momento, um cronometro
foi iniciado, e s6 parou quando o ultimo espermatozoide focado morreu. Esse
resultado foi mantido com valor maximo de desempenho da amostra. Em seguida,
cada amostra foi dividida em 3 partes (20 uL) e sofreram irradiacdo seguindo a Tabela
1, que foi elaborada segundo os célculos sobre a dose por segundo (Area da amostra=
0,1962cm?, com 1=3,14):

0,1962 (cm?).dose (cTn_]Z)

t(s) =
0,28(%)

Tabela 1: Dosagens impostas sobre espermatozoides.

Dosagem Tempo de exposi¢cao
(mj/cm?) (s)
28.5 20
105 74
210 148

Foi escolhido (i) 28,5 mJ/cm? devido ao resultado encontrado por (MENON;
BHATTRAI; NAIR, 2017) que, com dosagem proxima, obtiveram embrides com
sindrome haploide entre média e intensa, caracterizada por edema de pericardio,
flexdo acentuada da cauda, além do eixo do corpo encurtado. Em seguida foi testado

(i) 105mJ/cm?, uma dosagem 3,7 vezes mais alta, para analisar como o esperma se
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comporta em uma alta dosagem. Por fim, (iii) 210mJ/cm? foi utilizado por ser o dobro
de (i) e foi analisado se tal dosagem é letal para os espermatozoides. Em cada
irradiacédo o resultado obtido foi verificado por microscopia igualmente realizado nos
controles. A partir do tempo (s) de cada dosagem, foi calculada a média de cada uma.

Com base nesse achado, que sera discutido na se¢éo 4.2, foi preparado uma
nova reproducdo utilizando 28,5 mJ/cm? como dosagem de irradiacéo que teve como
objetivo analisar a sindrome haploide na prole, além da taxa de fertilizac&do. Para isso,
o0 material gamético dos animais foi dividido em duas aliquotas (irradiado e nédo
irradiado), e em seguida realizou-se fertilizagbes in vitro com ovos de 5 diferentes
fémeas e o desenvolvimento embrionario foi acompanhado a cada 24 horas durante
120 horas. Nesse primeiro periodo a unica forma de confirmacédo de ploidia foi pela

presenca da sindrome haploide.

3.5 Da padronizacao de técnicas de analise do sucesso da ginogénese.

A confirmacdo do sucesso da inativacdo do material genético dos
espermatozoides e o sucesso da ginogénese ocorreu compilando a metodologia
proposta por (BAARS et al.,, 2016; MENON; NAIR, 2019; MIZGIREV; REVSKOY,
2010). Toda reproducéo realizada nesse projeto contou com dois controles: um
haploide, composto por embrides fertilizados por espermatozoides irradiados sem
submissao ao choque térmico para diploidizacéo e outro controle diploide, fertilizados
por espermatozoides intactos. Todos os embrides foram do mesmo lote de
espermatozoides e ovocitos.

Como formas de avaliagdo do sucesso de cada reproducdo, foi analisada: (i)
contagem cromossémica no controle N ou em todos tratamentos, a depender da
reproducao; (ii) a sindrome haploide no controle N; (iii) analise fenotipica em 48 hpf
nos controles e tratamentos; (iv) analise do atraso de diviséo celular em ginogénese
mitotica.

Para a contagem cromossomica foi utilizado um grupo de 10 embrides de 26
horas, seguindo, mas com adaptacdes, o protocolo estabelecido por (MENON; NAIR,
2019), descrito abaixo.

Andlise Cromossomica:

Para analise cromossémica, 0s embribes tiveram o corions retirados
manualmente usando um par de agulhas de insulina utilizando um microscopio
invertido em objetiva de 4 vezes e, disso, foram transferidos para uma placa de vidro.
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Foi removido o excesso de meio embrionario e adicionado 100 uL de meio embrionario
contendo 4 mg/mL de colchicina (Sigma-aldrich, San Luis, Missouri, EUA). A placa foi
incubada no escuro a 28 °C por 5 minutos. Em seguida, o meio foi substituido por
outros 300 uL de meio embrionario fresco contendo 4 mg/mL de colchicina. A placa
foi novamente incubada no escuro a 28 °C, agora por 90 minutos.

Passado esse periodo, foi descartado a colchicina e adicionado 400uL de meio
embrionario por um minuto. Em seguida, os embrides junto ao meio foram transferidos
para uma placa de Petri pequena e, em seguida, foi descartado o meio E3 e
adicionado 1 mL de solucao de citrato de sédio a 1,1% e iniciado a contagem. O saco
vitelino de cada embrido foi perfurado usando um par de agulhas de insulina, e essa
perfuracdo ndo excedeu 8 minutos. Ao final desses minutos, foi transferido a placa de
Petri para uma bandeja plana de gelo e incubado por mais 8 minutos. Passado esse
tempo, ainda em citrato de sédio, foi feito uma prefixacdo adicionando 10 gotas de
fixador Carnoy 2 (3: 1 de metanol: acido acético), feito uma suave ressuspencao e
aguardado 10 minutos antes de retirar a solucdo e fazer a fixagdo final, no qual a
solugcéo e embrides foram transferidos para um tubo de centrifuga e adicionado 1mL
de solucao fixadora e incubados a 4 °C durante a noite.

No dia seguinte, lamina de microscopio foi pré-aquecidas a 65 °C em uma placa
aquecedora. Quanto a amostra, o excesso de fixador foi retirado com auxilio de pipeta.
Em seguida, foi adicionado trés gotas de solucédo de &cido acético a 50% aos embrides
e entdo foram macerados com pistilo de encaixe perfeito no tudo de centrifuga. Mais
uma gota de acido acético a 50% foi derramada sobre o pistilo para lava-lo.

Para estourar as células foi optado por utilizar o método de ressuspencao, no
gual 20 pL da amostra foi posta e ressuspendida varias vezes utilizando uma pipeta
automatica na lamina ja aquecida, criando ondas de células.

As laminas foram analisadas em microscépio 6tico em uma objetiva de 100x,
totalizando um aumento de 1000 vezes. As metafases foram fotografadas utilizando
microscoépio Olympus BX50 (Olympus Corporation, Ishikawa, Japdo) acoplado com a
camera CoolSNAP e o programa Ikaros (Metasystems) e as fotos foram melhoradas
pelo programa Photoshop (Adobe).

A presenca de sindrome haploide no controle N foi avaliada nos embrifes apos
48 e 72 horas de fertilizagdo e, como ja descrito, as caracteristicas dessa sindrome

incluem encurtamento do corpo, edema de pericardio e tamanho reduzido dos olhos.
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A analise fenotipica foi caracterizada pela auséncia de pigmento preto em todo
0 corpo bem como auséncia de olhos pigmentados em 48 horas apos a fertilizac&o
entre os embrides do controle haploide e embrides submetidos a choque térmico,
metodologia que corrobora com (BAARS et al., 2016). Animais com fendtipo dourado
sdo homozigotos para a mutacao e recessivos para 0 genotipo do tipo selvagem.
Assim, ao cruzar fémeas douradas com machos selvagens puros (sem a presenca do
gene mutante), espera-se uma descendéncia cujo gendtipo é heterozigoto, mas com
fendtipo selvagem e, aplicando-se o principio da ginogénese, os embrides devem ser
portadores dessa mutacédo recessiva, bem como controle haploide, exibindo fenotipo

dourado.

3.6 Da padronizacdo de ginogénese meidtica

A literatura consultada nesse projeto utiliza o choque de presséo para alcancar
ginogénese meidtica em Zebrafish e choque quente ou frio para outras espécies
(FOPP-BAYAT; KOLMAN; WOZNICKI, 2007; GESTL et al., 1997; MANAN et al., 2022;
MIMS et al., 1997; NASCIMENTO et al., 2020; PERUZZI; CHATAIN, 2000). Nesse
projeto foi optado pelo desenvolvimento de choque de temperatura em Zebrafish, uma
vez que € mais simples, ndo requer equipamento especializado e € inédito na literatura
nessa espécie. Dessa forma, o primeiro teste para padronizacdo dessa metodologia
foi a utilizacdo de temperatura ja descrita na literatura para uso em ginogénese
mitética em Zebrafish (41,4°C) (MIZGIREV; REVSKQY, 2010; STREISINGER et al.,
1981; WESTERFIELD, 2007). Além dessa temperatura, outras trés foram testadas
40,4 °C, 40,6 °C e 40,9 °C a partir dos resultados obtidos que serdo bem relatados e
discutidos na secdo 4.3. Como método de banho quente, foi utilizado um sistema
idealizado e executado pelo professor orientador desse trabalho e o termdémetro
utilizado como referéncia apresentou precisao de 0,5 °C.

O sistema foi programado para alcancar e permanecer a temperatura
mencionada e, em todos os experimentos, foi seguida a padronizagéo de fertilizagc&o
descrita na se¢ao 3.3. Para irradiacdo, o material foi submetido a UV-C em aliquotas
de 20 em 20 pl, sob dosagem de 28,5 mJ/cm? e, ao final do processo, posta em um
novo tubo de centrifuga, local em que foi adicionada todas as outras aliquotas também
irradiadas para que houvesse uma homogeneidade nos resultados a serem obtidos.
Do total, 25% de solucéo espermatica foi reservada sem irradiacéo para a fertilizacao
do controle diploide de cada experimento. O proximo passo foi a extrusdo de ovos,
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separando-os em trés vidros de relégio (Controle Diploide, Controle Haploide e
Tratamento- 4 mpf).

Os embrides haploides foram postos em uma peneira de malha suficientemente
pequena para barrar os embrides e imersos em um Becker cheio de meio E3 na
temperatura de 28°C. Aos 4 minutos ap0s a fertilizacdo, a peneira destinada ao

tratamento foi submersa em banho-maria com controle PID de temperatura (Figura 2).

Figura 2: Foto mostrando o sistema de choque térmico utilizado no projeto em questdo. (Autoria
prépria, 2019)

Um aerador foi constantemente mantido no fundo para agitar a agua. Aos 6
minutos apds a fertilizagdo, os embries foram removidos e retornados em meio a
28°C. A temperatura de tratamento apresentou variagdo de 0,01°C ao longo do
procedimento, e a precisdo do termémetro foi de £0,5°C.

As quatro temperaturas testadas tiveram o mesmo rigor de experimentacéao e
apenas a temperatura foi alterada em cada reproducéo.

Os embrides foram postos em meio embrionario E3 em densidade de um
embrido por mL, o meio foi trocado 50% todos os dias. A prole foi analisada
diariamente até 120 hpf e as técnicas padronizadas para analise de sucesso do
procedimento, incluindo contagem de cromossomos para controle haploide, gene
mutante e sindrome haploide foram aplicados.

A figura 3 mostra esquematicamente como o procedimento ocorreu.
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Figura 3: Esquema da metodologia de ginogénese meidtica.

3.7 Da padronizagéo de ginogénese mitotica

A preparacdo dos animais, coleta de gametas, analise de motilidade
espermatica, irradiagdo dos gametas masculinos e fertilizagdo seguiu a mesma
metodologia ja padronizada e exposta nas se¢des anteriores (3.3 e 3.4).

Para essa padronizacdo, foram analisadas trés temperaturas para verificacéo
da viabilidade da amplitude térmica para choque mitético: 41,4°C, 41,9°C, 42,45°C.
Essas temperaturas rodeiam os valores ja publicados de 41,4°C por (MIZGIREV;
REVSKOY, 2010) e 42°C de (MENON; NAIR, 2019).
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Para o choque foi utilizada a mesma metodologia padronizada para o choque
meidtico descrito na secao 3.6, aplicando cada choque dos 18 aos 20 minutos pos
fertilizacdo. Da mesma forma, a temperatura de tratamento apresentou variacdo de
0,01°C ao longo do procedimento, e a precisao do termometro foi de +0,5°C.

Os cuidados e técnicas de avaliacdo do sucesso do procedimento foram
exatamente iguais aos descritos para a ginogénese meiotica.

A figura 4 mostra esquematicamente como foi delineado o procedimento.
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Figura 4. Esquema da metodologia de ginogénese mitotica.
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3.8 Da comparacdo entre ginogénese mitética e meidtica quanto ao
desenvolvimento da prole

Uma vez padronizados os choques térmicos para ginogénese mitotica e
meidtica e tendo sido analisado a viabilidade da execucédo de cada uma, foi possivel
aplicar a comparacéo entre ambas.

Para isso, uma sO reproducdo contou com controle diploide (C), controle
haploide (H), ginogénese meidtica (Mei) e mitética (Mit). Para a execucdo, a
metodologia empregada foi a exposta nas secdes 3.3, 3.4, 3.5, 3.6 e 3.7 ja descritas.
Do total, 10% dos ovdcitos e pool espermético foi reservado para C, 10% para H e
40% para cada tratamento. A tabela 2 expde o nUmero amostral (ovos fertilizados) de

cada grupo em cada reproducéo utilizada.

Tabela 2: Nimero amostral de cada reproducéo em cada grupo

Grupo Reproducao | NUmero amostral
Haploide | 1° 21

Haploide | 2° 30

Haploide | 3° 26

Mitotico 1° 102

Mitotico 20 125

Mitotico 3° 158

Meibtico | 1° 156

Meidtico | 2° 150

Meidbtico | 3° 143

Os embrides de ambos os tratamentos, bem como os controles, foram
colocados em uma placa de Petri na densidade de um embrido para cada mililitro e
mantidos a 28 °C em estufa controlada. O meio foi trocado em 50% todos os dias;
mortalidade e o desenvolvimento embrionéario foram contabilizados até 120 hpf.

No estagio de quatro células, o tratamento Mit foi comparado com outros para
analisar o sucesso do procedimento.

Em 120 hpf, sobrevida, malformacdes e larvas saudaveis foram analisados por
meio de ANOVA 1 via e testes de Tukey, com p<0,05 considerado significativo. A
viabilidade foi considerada pela presenca de vida e, malformagbes foram
caracterizadas por auséncia de bexiga natatoria inflada, presenca de edema
pericardico e do saco vitelino, lordose ou sinais da sindrome haploide. As larvas

consideradas sadias foram aquelas que atingiram 120 hpf sem as malformacdes
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citadas acima. Todos os calculos foram realizados usando ovos fertilizados como

referéncia.

A figura 5 ilustra esquematicamente como o experimento foi executado.
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Figura 5: Esquema da metodologia de ginogénese meidtica e mitotica

29



4. RESULTADOS

4.1. Da padronizacéao de fertilizacao in vitro

A padronizacéo de todas as variaveis envolvidas em fertilizac&o in vitro obteve
bons resultados. A coleta de espermatozoides foi satisfatéria utilizando microcapilar
sem heparina, visto que, ao aproxima-lo do orificio urogenital de machos, a coleta
esperméatica se deu por capilaridade, permitindo e maximizando a obtengcdo do
material gamético. A utilizacdo de Ringer modificado apresentou eficacia em manter
0S espermatozoides vivos, mas inativados sem perder a viabilidade deles por 1 hora.
Portanto, a fertilizacao teve de ser feita logo em seguida da extrusdo espermatica.

Acerca da andlise de motilidade espermética, a metodologia empregada foi
eficiente no contexto e intuito aqui projetados, uma vez que foi possivel analisar a

concentracdo e avaliar se os gametas eram viaveis (Figura 6).

-

Figura 6: Espermatozoides de Zebrafish em alta concentragéo vista sob um aumento de 1000 vezes.
(Autoria prépria, 2021)

A partir da vista sob microscépio, foi possivel aferir a propor¢cédo adequada de
meio a ser posto para ativacdo dos gametas de modo que nao houvesse
sobreposicao, pois diminui a eficacia da irradiacdo. Nesse contexto, quando houve
baixa concentracdo espermatica por peixe, foi coletado material gamético de mais de
um peixe em 50uL, ao passo que quando houve alta concentracao foi posto mais
Ringer no tubo. Com isso, foi feito reproducdes com sucesso e com taxas de
fertilizagdo acima de 85%, apresentando embrides com desenvolvimento normal em

todas as fases de desenvolvimento até 120 hpf (Figura 7).
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Figura 7: Diferentes estagios de desenvolvimento de Zebrafish. (a esquerda) Estagio de uma
célula; (ao meio) embrido com 48 horas; (a direita) Larva com 96 horas, ja apresentando
completo desenvolvimento da retina e ouvido, ao passo que 0 saco vitelino esta quase todo
consumido (Autoria propria, 2021).

4.2. Da padronizacdo de irradiagdo espermética

O grafico 1 ilustra o resultado, em segundos, de cada dosagem, em cada macho
utilizado.
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Gréfico 1: Motilidade espermatica em cada macho sob as diferentes doses de UV-C- cronometragem
(Autoria prépria, 2021).

Ja a tabela 3 mostra as médias de tempo de motilidade, em segundos, de cada
dosagem.

Tabela 3: Diferentes dosagens, médias e porcentagem.

Dosagem Média do tempo | Porcentagem frente ao
(mJ/cm?) (s) controle (%)
0 125,2 100
28,5 114 91
105 93,8 74,9
210 0 0
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Uma vez analisada a viabilidade do uso de 25 mJ/cm?, quanto ao tempo de
motilidade, a fertilizacdo utilizando espermatozoides irradiados a essa dosagem
mostrou que, enquanto, os embrides fertilizados com esperma normal apresentaram
100% de sobrevivéncia e eclosao até 72 hpf, espermas irradiados produziram 100%
de embrides com sindrome haploide severa (Figura 8). Esse resultado mostra a
eficacia da dosagem que conta com vantagem frente a 105 mJ/cm?, uma vez que

mantém o0s gametas vivos por mais tempo.

Figura 8: Foto de microscopia 6ptica mostrando larva de 72 horas haploide resultante do ensaio de
fertilizagdo com espermatozoide irradiado com dose de 28,5 mJ/cm?2. (Autoria prépria, 2021).

Portanto, foi escolhido 28,5 mJ/cm? como padrdo para esse projeto. A dosagem foi
capaz de produzir uma prole haploide, ao mesmo tempo que ndo houve mais de 10%

de perda de motilidade dos espermatozoides a ela submetidos.

4.3. Da padronizacdo de ginogénese meidtica

Com o objetivo de gerar diploides meidticos, a utilizacdo de choque térmico a
41,4°C, em embrides fertilizados ha 4 minutos, ndo apresentou bons resultados. A
taxa de fertilizacéo foi superior a 85% e, em 6 hpf, foi visto o bom desenvolvimento
dos embrides, como mostra a Figura 9. Todavia, em 24 hpf, mais de 98% dos embrides

submetidos ao choque térmico morreram.
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Figura 9: Foto de microscopia 6ptica mostrando embrido apés choque térmico 4mpf a 41,4°C: em 4
hpf houve bom desenvolvimento (a esquerda). Mas no periodo de 24 horas, houve morte em mais de
98% dos individuos (& direita). (Autoria propria, 2022).

Como, ndo houve nenhum exemplar vivo ao final do periodo embrionario, a
temperatura foi reduzida para 40,4 °C. Porém, nenhum material genético foi duplicado,
permanecendo os organismos haploides. A temperatura foi aumentada para 40,6°C
com duplicacdo bem-sucedida e 40,9 °C com morte embrionaria neste exemplo.

Acerca da reproducdo aplicando o choque térmico a 40,6 °C, a contagem de
cromossomos de embrides de controle haploide feita em 24 horas mostrou que 100%
das metafases encontradas apresentaram 25 cromossomos, indicando o sucesso do

procedimento de irradiagdo espermatica (2N=50 cromossomos) (Figura 10).
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Figura 10:Foto de microscopia 6tica, sob aumento de 1000 vezes, mostrando uma metafase
encontrada em controle haploide, com a metade de cromossomos da diploidia da espécie. (Autoria
prépria, 2022).

Sobre a prole potencialmente ginogenética resultante, foi verificado que, em 48

horas apos fertilizacdo, todos os embrides ndo apresentaram pigmentacao da retina
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e corpo, ao passo que os embrides do grupo controle diploide apresentaram (Figura
11). Nenhum embrido do controle haploide também apresentou qualquer

pigmentacao.

Figura 11: Foto de microscopia éptica mostrando o padrdo de pigmentacdo encontrada nos embrides
em 48 hpf. O embrido esquerda é um representante do controle diploide que apresenta pigmentagéo
celular ao longo do corpo e retina. Ja 0 embrido a direita € um representante de ginogénese meiética
sob choque de 40.6°C aplicada dos 4 aos 6 minutos pos fertilizagdo. A imagem evidencia a auséncia
de pigmentos celulares em tom preto tanto na retina, quanto ao longo do corpo no embrido
ginogenético. (Autoria propria, 2022).

Nesse mesmo periodo, confirmado em 72 horas, todos os embrides de controle
haploide, que ndo foram submetidos a contagem de cromossomos, apresentaram a
sindrome haploide intensa, j& descrita nesse trabalho, confirmando o sucesso da

inativacao espermatica (Figura 12).

Ao final do periodo embrionério de 120 horas, foi analisado que todas as larvas do
controle diploide apresentaram bexiga natatoria inflada, mas nem todos dos
ginogenéticos apresentaram tal caracteristica, e essas condigbes serdo melhores

discutidas na secao 4.5.

Figura 12: Foto de microscopia 6ptica ilustrando embriZo de controle haploide em 72 hpf. E possivel
analisar edema de pericardio e saco vitelino, tamanho encurtado do corpo e elevado grau de lordose,
além de tamanho diminuto dos olhos. (Autoria prépria, 2022).
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4.4. Da padronizacado de ginogénese mitotica

Foram verificados resultados interessantes quanto a padronizacdo de temperatura.
A aplicacéo de choque térmico de 41,4°C em 18 mpf nos embrides utilizados nesse
projeto foi insuficiente para interromper o ciclo celular. O choque de 41,9°C foi
suficiente para duplicar o material genético materno, mas 42,45°C foi suficientemente
forte para gerar mutacdes em 98% dos embrides em 6 hpf e matar 100%, em 24 horas
de vida (Figura 13).

Figura 13:Fotografia de microscopia optica ilustrando mutaces decorrentes do choque térmico a
42,45°C aplicado em embrides haploides no periodo entre 18 e 20 mpf. Em 3 hpf (& esquerda) e 6 hpf
(a direita). (Autoria propria, 2022).

Se tratando da temperatura viavel encontrada, 41.9°C, em 0,75 hpf, todos os
potenciais embrides foram analisados para verificagdo do primeiro ponto de checagem
do sucesso da ginogénese, conforme proposto por (MENON; NAIR, 2019): andlise do
atraso de desenvolvimento, em um ciclo celular, dos potenciais ginogenéticos
mitéticos frente aos controles diploides e haploides. Nesse momento, foi verificado
gue parte dos embrides haploides submetidos aos choques térmicos de 41,9°C
apresentaram atraso de desenvolvimento embrionario, enquanto outra parte
apresentou comportamento igual aos controles, indicando que nédo houve 100% de

sucesso na duplicagdo (Figura 14).
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Figura 14: Fotografia de microscopia mostrando os resultados analisados no experimento da aplicacéo
de choque térmico em 41,9°C em embrifes haploides para ginogénese mitética em 0,75 hpf. O embrido
a esquerda é de ginogénese mitdtica com uma célula. O embrido a direita é de controle diploide com
duas células. (Autoria prépria, 2022).

Em 24 hpf foi visto que embrides potencialmente ginogenéticos mitéticos
apresentaram, em sua maioria, o desenvolvimento esperado, como formacao dos
olhos e descolamento da cauda, mas controle haploide apresentou cauda curta,

conforme mostra a Figura 15.

Figura 15: Fotografia de microscopia optica ilustrando representantes de cada tratamento em 24 hpf
sendo controle diploide, controle haploide e ginogenético, respectivamente. Controle e ginogenético
estdo apresentados com desenvolvimento normal (imagens marginais) e controle haploide com cauda
curta (imagem central). (Autoria prépria, 2022).

Foi analisado que a maior taxa de mortalidade no tratamento ocorreu em 24 hpf,
totalizando mais de 55%, e, como esperado, a maior sobrevivéncia ocorreu no
Controle Diploide, ao passo que a menor sobrevivéncia ocorreu nos ginogenéticos
mitoticos.

Acerca da contagem de cromossdmos, todas as metafases do controle haploide

apresentaram 25 cromossomos (Figura 16).
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Figura 17: Foto de microscopia Otica, sob aumento de 1000 vezes, mostrando uma metafase
encontrada em controle haploide, com a metade de cromossomos da diploidia da espécie. (Autoria
propria, 2022).

Em 48 horas, todos os embrides potencialmente ginogenéticos e haploides néo
apresentaram qualquer pigmentacao ao longo do corpo e retina, ao passo que todos
os embrides diploides do controle apresentaram tal caracteristica. Nesse mesmo
periodo embrionario foi analisado a sindrome haploide no controle haploide, a qual

foi confirmada em 72 horas (Figura 17).

Figura 16: Foto de microscopia 6ptica ilustrando controle haploide em 72 hpf. E possivel analisar
edema de pericardio e saco vitelino, tamanho encurtado do corpo e elevado grau de lordose, além de
tamanho diminuto dos olhos. (Autoria propria, 2022).

Ao final do periodo embrionario de 120 horas, foi analisado que todas as larvas do
controle diploide apresentaram bexiga natatoria inflada, mas nem todos dos

ginogenéticos apresentaram tal caracteristica.
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4.5. Da comparacdao entre ginogénese mitética e meidtica quanto ao
desenvolvimento da prole

Todas as reproducdes ocorridas tiveram uma taxa de fertilizacdo superior a 85%.
Enquanto C, H e Mei tinham quatro células, 95% de Mit tinham apenas duas (Figura
18).

Figura 18: Foto de microscopia mostrando desenvolvimento do embrido apos 1 hora e 20 minutos da
fertilizagc&o exibindo o nimero de células em cada grupo: C, H e Mei tém quatro células cada, enquanto
Mit tem apenas duas células. (Autoria propria, 2022).

Em 24 hpf, todos os C, bem como a maior parte de Mit e Mei, apresentavam
desenvolvimento ocular e desprendimento da cauda, ao passo que todos os H

apresentam malformacéao (Figura 19)

Figura 19: Foto de microscopia mostrando desenvolvimento do embrido de 24 hpf. C, Mei e Mit tiveram
desenvolvimento normal com formag&o de olhos e descolamento da cauda. H tinha cauda curta e
malformagéo dos olhos. (Autoria prépria. 2022).
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Enquanto todos os H tinham 25 cromossomos, aproximadamente 93% e 91%
das metafases Mit e Mei, respectivamente, tinham 50 cromossomos, como C. Isso
demonstra que os procedimentos de duplicacdo da meiose e da mitose foram eficazes
e que o DNA do esperma foi danificado. Embora tenha sido observado metafases com
namero haploide de cromossomos, ndo foram observadas metafases Mit e Mei com
25 cromossomos, ndo houve aneuploidia nos resultados, pois ndo foram observadas

metafases com nimeros cromossémicos entre 25 e 50 (Figura 20)
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Figura 20: Fotos microscépicas (objetiva de 100x) de embrides de 26 hpf com cromossomos
metafasicos, com os grupos C, Mit e Mei contendo 50 cromossomos cada e o grupo H com 25.
(Autoria prépria. 2022).

Enquanto H, Mit e Mei exibiram hipopigmentacdo corporal e ocular 48 horas

apos a fertilizacdo, C apresentou pigmentacao selvagem (Figura 21).
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Figura 21: Foto de microscopia mostrando desenvolvimento de embrido de 48 hpf Grupos C, Mei e
Mit com desenvolvimento normal e o grupo H com malformacgédo (Sindrome Haploide). C tinha
pigmentacao caracterizada por olhos pretos e pontos pretos em todo o corpo, enquanto H, Mei e Mit
ndo tinham pontos pretos no corpo e os olhos néo eram pretos. (Autoria propria. 2022).

Todos os C tiveram desenvolvimento normal aos 72 hpf, mas cerca de 20% dos
Mei e 10% dos Mit apresentaram malformacdes, incluindo todas as caracteristicas ja
mencionadas, e esses percentuais persistiram até 120 hpf. Em 72 hpf, todos os H
apresentaram sindrome haploide grave, conforme demonstrado em (MIZGIREV;
REVSKOQY, 2010) (Figura 22)
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Figura 22: Foto de microscopia mostrando desenvolvimento larval de 72 hpf mostrando: Grupos C com
desenvolvimento normal; grupos H com sindrome haploide caracterizada por corpo encurtado, tamanho
reduzido dos olhos, edema do pericardio e falha na circulagao do tronco; duas amostras de larvas dos
grupos Mei e Mit com desenvolvimento normal; e lordose, edema pericardico, retardo de ecloséo,
respectivamente. (Autoria propria. 2022).

Aos 120 hpf, todos os C apresentaram bexiga natatoria inflada, mas nem todos

os Mit e Mei apresentaram tal condicéo (Figura 23).
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Figura 23: Foto de microscopia mostrando o desenvolvimento larval de 120 hpf mostrando: Grupos C
com desenvolvimento normal; duas amostras de larvas dos grupos Mit e Mei ((Mei A e Mit A) com
anatomia normal e sem bexiga inflada, respectivamente. (Autoria prépria. 2022).

Cada terapia mostrada teve efeitos diferentes sobre deformidades,
sobrevivéncia e saude. O grupo Mit tem a menor média de sobrevida, seguido por H
e Mei, conforme gréfico (A) (Gréfico 2). A taxa de sobrevivéncia para o grupo controle
foi de 100%. O grupo H tem a maior média de sobrevida, seguido do Mei e do Mit,
como mostra o gréfico (B) (Gréfico 2). O grupo livre de malformacdes foi o controle. O
grupo Mei, seguido por Mit e H, apresenta o maior percentual de larvas sadias,
conforme grafico (C) (Grafico 2). Todos os animais do grupo de controle estavam em
boas condi¢des de saude.
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Zebrafish Larvae (120 hpf)
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Gréafico 2: Graficos exibindo os valores médios (desvio padrdo) das taxas de sobrevivéncia,
malformagfes e taxa de larvas saudaveis em 120 hpf. Os dados foram analisados usando o teste
Anova de 1 via, seguido pelo teste post-hoc de Tukey. Letras diferentes representam diferencas
significativas com valor p < 0,05. (Autoria prépria. 2022).
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5. DISCUSSAO

A literatura tem descrito métodos utilizando choque térmico e de presséo para
produzir diferentes peixes com ginogénese mitética e meidtica, respectivamente
(FOISIL; CHOURROUT, 1992; LOU; PURDOM, 1984; MORGAN et al., 2006;
PELEGRI; SCHULTE-MERKER, 1998; PERUZZI; CHATAIN, 2003; VOLCKAERT et
al., 1994). Entretanto, os protocolos que utilizam valores de temperatura né&o
apresentam 100% de reprodutibilidade, e os protocolos que utilizam valores de
pressao requerem equipamentos complicados e caros, nem sempre disponiveis.

Em funcao da simplicidade da abordagem proposta nesse trabalho, é possivel
ajustar os valores de temperatura e irradiacdo espermatica em funcéo da sensibilidade
da linhagem de Zebrafish, trazendo métodos de confirmagdo do sucesso do
procedimento de baixos custos. Considerando tal sensibilidade, essa abordagem
sistematiza uma técnica que se baseia apenas no choque térmico para produzir
animais ginogenéticos meibticos e mitoticos. A discussdo sobre a estratégia otima
para a criacdo de linhagens com genética definida e a comparagéo da capacidade de
sobrevivéncia de animais produzidos por ginogénese meibtica e mitética sao
contribui¢cdes Unicas deste estudo. Nesse contexto, a utilizacdo da ginogénese para
criar linhagens de isogenia ou com genética conhecida pode satisfazer o rigor que a
pesquisa exige quanto ao conhecimento e uniformidade da genética de animais de
laboratorio.

Quando realizada trés ou mais vezes, a ginogénese meibtica pode ser mais
vantajosa do que a ginogénese mitética para a criacdo de uma linhagem
geneticamente conhecida (ARAI, 2001). Quando a ginogénese meibtica € repetida na
progénie, os loci distal e proximal serdo fixados como uma condi¢cdo continua de
heterozigoto e homozigoto, resultando em um clone heterozigoto (ARAI, 2001; LIU et
al., 2010). Este estudo mostrou que a ginogénese meiotica tem essa vantagem, pois
gera mais embrides saudaveis e reduz a mortalidade da prole (Gréafico 2). Nas
geracbes subsequentes, a taxa de sobrevivéncia de individuos ginogenéticos
meidticos parece aumentar, o que pode estar relacionado ao declinio de genes
recessivos letais como demonstrado por (JIANG et al., 2017).

Nesse trabalho, foi visto que ha maior sobrevivéncia quando a temperatura €
menor, como foi observado na ginogénese meiotica. Mas com isso, foi encontrado

maior incidéncia de deformidades. Entretanto, a mortalidade total na ginogénese
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mitGtica € maior que a mortalidade somada as malformagdes na ginogénese meidtica,
resultando em quantidade menores de animais sadios ao final de 120 hpf, resultados
gue complementam os estudos de (ARAI, 2001; KOMEN; THORGAARD, 2007;
NASCIMENTO et al., 2020). A expresséo génica reduzida também foi observada em
linhagens ginogenéticas produzidas em altas temperaturas em outros trabalhos
(JESUS et al., 2016; YEBRA-PIMENTEL et al., 2019; YU et al., 2022).

Interromper um ciclo celular requer uma temperatura cerca 1,3°C superior em
relacdo a retencdo do segundo corpusculo polar, o que implica que os embrides
iniciais sdo frageis e ndo podem suportar as mesmas temperaturas que os embrides
ligeiramente mais velhos. Assim, esse trabalho demostra que um tempo breve é
essencial para determinar a fragilidade dos embrides devido ao rapido
desenvolvimento do Zebrafish. A expressdo de genes recessivos letais como
resultado da homozigose aumentada pode ser outra explicacédo para a maior taxa de
mortalidade no grupo Mit em comparagdo com o grupo Mei.

Divisdo celular, contagem de cromossomos, fenétipo e sindrome haploide foram
usados como indicadores do sucesso dos parametros relacionados a ginogénese e
apontam para a aplicacdo adequada da metodologia corroborando (BAARS et al.,
2016; MENON; NAIR, 2019; WESTERFIELD, 2007) e ampliando as formas de verificar
0 sucesso do procedimento. Eles também apoiam e ampliam as abordagens que séo
facilmente acessiveis em muitos laboratérios que desejam usar o conceito basico de
ginogénese em Zebrafish para uma ampla gama de propésitos de pesquisa, como
mutacdo materna e triagem haploide, como foi feito por (LAYTON, 2009; PELEGRI et
al., 2004; PELEGRI; SCHULTE-MERKER, 1998).

Depois de sofrer o choque de temperatura ideal para a duplicacdo completa do
genoma materno, os embrides Mit exibiram duas células, enquanto os embrides Mei,
C e H revelaram quatro. Isso provavelmente ocorreu como resultado do choque
térmico que interrompeu o ciclo celular embrionario dos embrides Mit e atrasou a
divisdo celular. Isso ndo ocorre em Mei porque quando o segundo corpusculo polar é
retido para diploidizacdo por essa abordagem, os ciclos de duplicacao celular ndo sao
interrompidos, provando que a operacdo de ginogénese mitdtica foi bem-sucedida,
conforme mostrado por (MENON; NAIR, 2019).

Os embrides com 26 horas tém alta taxa de mitose porque estdo na fase de
proliferacdo celular do desenvolvimento embrionario, o que facilita a contagem das
metafases e garante a precisdo dos dados, e esta € a mesma ideia publicada por
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(MENON; NAIR, 2019). A porcentagem de embrides do grupo Mit de 2 células é
semelhante a porcentagem de metafases 2N e larvas caracteristicamente diploides
em 120 hpf (95% no estagio de 2 células e ~97% para 0s outros parametros de
diploidizacdo). Da mesma forma, o percentual de metafases no grupo Mei corrobora
o percentual de larvas diploides a 120 hpf (cerca de 91% de diploidizagéao), o que
complementa os trabalhos de (MENON; NAIR, 2019; MIZGIREV; REVSKOY, 2010;
WESTERFIELD, 2007) ao mostrar a eficacia do uso dessas metodologias combinadas
para obter maior confiabilidade dos resultados.

Sobre o fenétipo dourado, além de servir como indicador visivel de ginogénese
nesse contexto, a condicdo € utilizada em estudos de transplantes nucleares ou
mesmo na analise de gametas criopreservados como utilizado por (HATTORI et al.,
2011; HIGAKI et al.,, 2010)A vantagem desse fendtipo € que ndo € um gene
geneticamente organismo modificado, ampliando seu uso. A sindrome haploide, por
fim, representa uma alternativa que esta disponivel para muitos laboratérios como
forma de confirmar a irradiacéo espermatica adequada como mostrado por (MENON;
BHATTRAI; NAIR, 2017; MIZGIREV; REVSKOY, 2010). Assim, esse trabalho estende
a definicdo de ginogénese efetiva para incluir também contagem de cromossomos,
mutacédo recessiva feminina e sindrome haploide.

Como o uso de "pressdo" para obter ginogenética meidtica necessita de
ferramentas mais especializadas, este trabalho sugere o uso de temperatura. Além
disso, foi utilizado um tempo diferente do indicado para choque de pressao (1,4-6 mpf)
em Zebrafish como o proposto por (STREISINGER et al.,, 1981; WESTERFIELD,
2007), e foi seguido o tempo descrito por (FUKUSHIMA et al., 2012) que aplicou em
outra espécie a técnica. Com isso, foi introduzido o uso de choque térmico para reter
0 segundo corpusculo polar, antes usado apenas na psicultura para produzir triploidia
como mostrado por (BENFEY; SUTTERLIN, 1984; DON; AVTALION, 1986;
PRADEEP et al.,, 2012; SOLAR; DONALDSON; HUNTER, 1984). Além disso, foi
estendido o conceito de produzir uma linhagem com genética conhecida, que
inicialmente se acreditava ser conquistada apenas por meio da ginogénese mitotica.
De toda forma, a ginogénese mitdtica aqui proposta ocorre a uma temperatura maior
gue em investigacdes anteriores (MIZGIREV; REVSKOY, 2010; WESTERFIELD,
2007) (41,4°C) e menor que em (37) (42°C). Os resultados obtidos nesse estudo
indicam que a prole tem uma chance maior de sobrevivéncia até a maturidade com

bons cuidados durante a larvicultura: ~10%-14% ao contrario de (MIZGIREV;
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REVSKOY, 2010), que estimativa menos de 5%. Nesse contexto, outras linhagens de
peixes ginogenéticos apresentaram alteraces na expressdo de genes ligados a
estabilidade do genoma e ao reparo do DNA (FAN et al., 2016; YU et al., 2022).

Em relacdo as distintas dosagens de UV-C expostas neste trabalho, a utilizagdo
de uma dosagem obtida em menor tempo — apenas 20 segundos — garante que 0s
espermatozoides fiquem vulneraveis por um menor periodo em um ambiente hostil,
aumentando a probabilidade de sobrevivéncia, uma ideia diferente de (MENON;
BHATTRAI; NAIR, 2017; MIZGIREV; REVSKOY, 2010). Isso demonstra que é mais
pratico montar caAmaras de irradiacdo com lampadas potentes e com refletores que
concentram e intensificam a luz na amostra.

A questdo da sensibilidade inerente de cada cepa a irradiacdo e choque térmico
em cada estudo de pesquisa é relevante e importante neste estudo e outros autores
nao explicam isso. A utilizacao de outras linhagens, mesmo com o similar padréo de
cuidado, pode produzir resultados diferentes, corroborando com a exigéncia de
utilizacdo de animais geneticamente definidos. Isso torna o conceito do estudo ainda
mais aplicavel a todas as outras areas que utilizam esse modelo animal, bem como

estudos que utilizam a técnica de ginogénese como produto.
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6. CONCLUSOES

Conclui-se que a sensibilidade da cepa utilizada esta intimamente relacionada
ao sucesso da ginogénese, seja ela meibtica ou mitética. E fundamental que cada
pesquisador esteja atento a essa sensibilidade e altere cada parametro envolvido no
processo, desde a irradiacéo do esperma até o choque térmico. Foi demostrado como
construir um método de propducdo de ginogénese utilizando apenas choque térmico
em vez de choque de pressdo, introduzindo novos métodos adequados para
maximizar a saude da progénie em ginogénese mitética. Além disso, foi descoberto
gue a manutencdo do segundo corpusculo polar na producdo da ginogenética
meidtica requer temperaturas mais baixas do que na producdo da ginogenética
mitética, que requer a interrupcdo de um ciclo celular. A prole da ginogénese meibtica

também parece ser mais viavel.
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