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MATURACAO E FERTILIZACAO IN VITRO DE OOCITOS ESTADIO Il DE
ZEBRAFISH (Danio rerio)*

Autor: Laura Arnt Silva
Orientador: Danilo Pedro Streit Jr.

RESUMO

Protocolos de sucesso para a maturacao in vitro de odcitos de peixe
sdo importantes, uma vez que é necessario para garantir uma fertilizacdo bem
sucedida, formacdo do zigoto, crescimento do embrido e seu completo
desenvolvimento. Em algumas espécies, a eficiéncia deste processo ainda é
muito baixa ou restrita a poucas substancias que podem ser utilizadas. Assim,
pesquisou-se a utilizacdo de hormdnios alternativos ao protocolo ja existente
para maturacdo in vitro de ovdcitos de zebrafish. O objetivo foi avaliar a
eficiéncia do extrato de hipofise de carpa (EHC), dos hormdnios foliculo
estimulante (FSH) e luteinizante (LH) para fazer a maturacdo dos ovdcitos
estadio Il de zebrafish. Os odcitos estadio Il foram colocados em meio de
cultivo Leibovitz modificado, suplementado com soro fetal bovino e adicionado
o hormdnio correspondente a seu tratamento (T1-controle; T2-16 pg/ml de
EHC; T3- 32 pg/ml de EHC; T4- 48 ug/ml de EHC; T5- 64 pg/ml de EHC; T6-
80 pg/ml de EHC; T7- 0,5 pg/ml de FSH; T8- 0,5 pg/ml de LH e T9- 0,5 pg/ml
de FSH e 0,5 pg/ml de LH). A taxa de maturacdo foi avaliada através da
visualizacdo da quebra da vesicula germinal (GVBD). Em todos os tratamentos
houve maturacdo, embora o EHC tenha demonstrado taxas de maturacao
muito baixas (T2= 12,8%; T3=24,8%; T4=27%; T5=22,7%; T6=9,7%) e
inferiores em relacdo a maior eficiéncia dos hormdnios gonadotropicos
(T7=16%; T8=35%; T9=50%). Além disso foi possivel verificar a viabilidade dos
odcito através da fertilizacdo in vitro do melhor tratamento (T9) com uma taxa
de eclosao e desenvolvimento em larva de 60%. Os resultados da maturagéo in
vitro utilizando estes indutores hormonais em odcitos estadio Ill de zebrafish
mostraram-se promissores, e reforcam as perspectivas para o aprimoramento e
uso desta técnica para producéo in vitro de embrides viaveis.

Palavras-chave: fertilizacdo, FSH, LH, foliculos ovarianos, hipéfise de carpa,
horménios gonadotropicos.

' Dissertacdo de Mestrado em Zootecnia — Producdo Animal, Faculdade de
Agronomia, Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Porto Alegre, RS,
Brasil (46 p.). Maio, 2015.



IN VITRO MATURATION AND FERTILIZATION OF OOCYTES STAGE III IN
ZEBRAFISH (DANIO RERIO)?

Author: Laura Arnt Silva
Supervisor: Danilo Pedro Streit Jr.

ABSTRACT

Successful protocols for maturation of oocytes are important, as it is
necessary for ensuring successful fertilization, zygote formation, embryo growth
and full development. In some species the efficiency of in vitro maturation is still
very low or is still restricted to a little amount of substances which can be used
for the matter. Thus, we studied the use of alternative hormones to the existing
protocol for in vitro maturation of zebrafish oocytes. The aim of this study was to
evaluate the efficiency of the use of carp pituitary extract (CPE), the follicle
stimulating hormone (FSH) and luteinizing hormone (LH) to oocyte maturation
stage Il of zebrafish. Oocytes stage Il were placed in modified Leibovitz culture
medium, suplemented with fetal bovine serum and added to the correnponding
hormone treatment (T1-control; T2-16 g / ml of CHE; T3 32 g / ml of CHE, T4 -
48 g / ml of CHE; T5- 64 g / ml of CHE; T6- 80 g / ml of CHE; T7- 0.5 g / ml of
FSH, T8 0.5 mg / ml of LH and T9- 0.5 g / ml of FSH and 0.5 mg / ml LH). The
maturation rate was assessed by the germinal vesicle break down (GVBD). In
all cases there was maturation, though the EHC has demonstrated fairly low
maturation rate (T2= 12,8%; T3=24,8%; T4=27%; T5=22,7%; T6=9,7%) and
lower in relation of the high efficiency presented by the gonadotropic hormones
(T7=16%; T8=35%; T9=50%). In addition it was possible to verify the viability of
the oocyte through IVF of the best treatment (T9) with a result of 60% of
hatching and larvae development rate. The results of maturation in turn using
this hormones in stage Ill oocytes of zebrafish proved promising, and enhance
the prospects for improvement and use of this technique for in vitro production
of viable embryos.

Keywords: fertilization, FSH, LH, ovarian follicles, carp pituitary, gonadotropic
hormones.

? Dissertacdo de Mestrado em Zootecnia — Producdo Animal, Faculdade de
Agronomia, Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Porto Alegre, RS,
Brasil (46 p.). Maio, 2015.
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1. INTRODUGCAO GERAL

As biotécnicas utilizadas na reproducdo animal avancaram
significativamente na Ultima década. No entanto, essas metodologias séo
dependentes da tecnologia basica da producdo in vitro de odcitos maduros
para fertilizagdo e producdo de embrides. Embora elas ja estejam bem
avancadas em mamiferos, pesquisas para a evolucdo destas técnicas em
peixes sdo necessarias para aprimorar o conhecimento sobre embriologia e o
mecanismo de acdo dos hormonios que estdo envolvido na maturacao in vitro e
in vivo.

A maturagdo é um processo longo durante o qual os odcitos
desenvolvem competéncia para serem fertilizados e entdo originarem novos
individuos. A habilidade que esta estrutura tem de ser fertilizada € dependente
do estadio de desenvolvimento em que se encontra, visto que os estadios mais
primordiais ndo estdo aptos ainda a produzir um novo individuo. Em teleésteos,
como nos vertebrados superiores, a maturacédo final do oo6cito ocorre antes da
ovulacdo e consiste na migracdo e discriminacdo da vesicula germinal,
condensacdo do cromossoma e a formacdo do primeiro corpo polar (Goetz,
1983).

A interdependéncia de cada etapa na sequéncia de maturacéo in vitro é
uma das dificuldades encontradas para aprimoramento dessa tecnologia.
Atualmente dispde-se de um protocolo padronizado utilizando o horménio 17a-
20B-diidroxi-4-pregnen-3-ona (17a-208 DHP), que é eficaz na inducdo da
maturacdo in vitro de inumeras espécies de peixes (Seki, 2008). Entretanto a
utilizacdo de outros hormonios indutores da maturacédo in vitro como o foliculo
estimulante (FSH), o luteinizante (LH) ou mesmo o uso do extrato de hipdfise
de carpa (EHC), podem ser alternativas para o desenvolvimento de novos
protocolos.

O zebrafish (Danio rerio) tornou-se um importante modelo no estudo
de genética, biologia do desenvolvimento e biomedicina (Kalueff et al., 2014).
Ele tem um papel cada vez mais expressivo na area da pesquisa médica uma
vez que o genoma do zebrafish possui semelhangas com o genoma humano
(Howe et al., 2013), entre outras vantagens como a facilidade de manejo,
menor custo, alta fecundidade, tempo entre geracdes rapido e transparéncia
optica durante a embriogenese. Assim, o zebrafish é uma alternativa
promissora como modelo biolégico para otimizar os protocolos de maturacao in

vitro.

Portanto, o objetivo do presente estudo foi avaliar o desempenho da
utilizacdo do extrato de hipdéfise de carpa (EHC), dos hormdnios foliculo
estimulante (FSH) e luteinizante (LH) na maturacdo dos ovocitos estadio Il de
zebrafish (Danio rerio).
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Reproducao em peixes

A reproducdo dos peixes, assim como dos demais animais, €
viabilizada pela formacao dos gametas através do processo de divisao celular
conhecida como meiose. Neste processo sédo geradas células filhas (gametas)
que contém metade do conteddo de DNA existente na célula mae, ou seja,
cada gameta normal contém uma unica copia do genoma da espécie. Em
ovarios de mamiferos, a divisdo mitética das células germinativas se completa
antes do nascimento. Assim, o numero de oo0citos a ser ovulado é limitado ao
namero de foliculos primordiais que sao gerados durante a embriogénese. Em
contraste, em vertebrados ndo mamiferos com elevada fecundidade, como o
zebrafish, o nimero de odcitos pode ser infinito (Draper et al., 2007). No ovario
adulto destas espécies, as células germinativas mitéticas tém caracteristicas
citoloégicas de oogdnias, assim a formacéo de odcitos ocorre continuamente ao
longo da vida (Nakamura et al., 2011).

Estudos referentes a biologia reprodutiva e ao desenvolvimento
inicial dos gametas sdo importantes para o estabelecimento de medidas de
conservacdo da ictiofauna, o desenvolvimento da piscicultura brasileira,
pesquisas basicas e biomédicas, além da possibilidade de desenvolvimento de
novos protocolos reprodutivos que possam ser aplicados para diferentes
mamiferos através do uso de modelos experimentais.

Na maioria dos peixes teledsteos, ovarios e testiculos sdo O6rgaos
pares, alongados, fusiformes, localizados na cavidade celomatica, lateralmente
a bexiga gasosa e dorsalmente ao tubo digestivo. Na regido caudal, as
gbnadas direita e esquerda unem-se formando um ducto comum, que se abre
na papila urogenital, localizada caudalmente a abertura anal.
Microscopicamente, ovarios séo revestidos pela tlnica albuginea, a qual emite
septos para o interior do 6rgao formando lamelas ovuligeras, onde os odcitos
se desenvolvem. Segundo de Vlaming (1983), o desenvolvimento oocitario
pode ocorrer de trés maneiras: 1) sincrbnico, quando todos o0s o0d4citos
desenvolvem-se simultaneamente, associado a espécies de desova Unica; 2)
sincrénicos em grupo, quando odcitos desenvolvem-se em dois grupos
distintos, sendo um grupo estoque de reserva para o proximo ciclo reprodutivo;
este padrao é caracteristico de espécies que desovam em estacdo reprodutiva
de curta duracdo como os peixes de piracema,; 3) assincrénicos, caracterizado
pela presenca de mais de dois lotes de odécitos em varios estadios de
desenvolvimento, sem predominéancia de qualquer um deles e esta associado a
especies que desovam varias vezes em uma estagao reprodutiva prolongada.
Estudos histoldgicos da estrutura ovariana do zebrafish descreveram o ovéario
do zebrafish como assincrono (Cakici & Uglincii, 2007; Kog & Akbulut, 2012;
Connolly et al., 2014).
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O zebrafish, assim como as demais espécies de peixes teledsteos,
apresenta um par de ovarios alongados localizados bilateralmente entre a
parede abdominal e a bexiga nadatéria. A estrutura € suspensa por um
mesovario vascularizado e um curto oviduto que conduz os odcitos para o
exterior (Menke et al., 2011). No corte histologico € possivel visualizar os
foliculos ovarianos em diferentes estadios de desenvolvimento (Connolly et al.,

2014).

Apesar de o zebrafish possuir sexos separados (gonocoristicos),
eles sdo classificados como hermafroditas transitorios, pois no periodo larval
entre 10 a 25 dias pés-fecundacado, as génadas inicialmente desenvolvem-se
em ovarios (Dranow et al., 2013). Em aproximadamente metade da populacgéo,
o tecido ovariano posteriormente se degenera e € invadido por células
somaticas, produzindo um estagio gonadal intersexual que resulta em um
testiculo (Devlin & Nagahama, 2002).

2.2. Crescimento folicular

A oogénese em teledsteos é um processo dinamico, no qual ocorre
a formacdao, crescimento e maturacdo dos odcitos.

O desenvolvimento oocitario em zebrafish é dividido em cinco
estadios baseado em critérios morfologicos, fisiologicos e eventos bioquimicos
(Selman, 1993). O estadio | corresponde ao crescimento primario; o estadio II,
a fase cortical alveolar; o estadio Ill, a fase de vitelogénese; o estadio 1V, a fase
maturacdo e o estadio V ao oocito maduro que esta apto a fertilizacdo (Figura
1).

- /
o @ |
\ L

1 [ \Y Vv

500um

FIGURA 1. Estadios de desenvolvimento oocitario em zebrafish. (I) crescimento
primario; (II) cortical-alveolar; (lll) vitelogénese; (IV) maturacéo; e (V) maturo.
Fonte: Lubzens et al., 2010
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O estadio | (fase de crescimento primario) é dividido em duas fases:
pré-folicular (diametro entre 7 e 20 um) e folicular (didametro entre 20 e 140
pum). Na fase pré-folicular, o odcito encontra-se circundado por uma unica
camada de células pré-foliculares e o nucleo deste oécito é grande em relacdo
ao citoplasma. Em leptéteno, a cromatina apresenta um aspecto filamentoso e
numerosos pequenos nucléolos sdo visiveis. Devido a essa configuracao,
alguns autores classificam essa fase como cromatina-nucléolo (Lubzens et al.,
2010). Com o avanco da meiose, com 0s 0d6citos em zigéteno prosseguindo
para paquiteno, 0s cromossomos se tornam mais visiveis. Na fase folicular, no
inicio de dipléteno, os odcitos sdo individualizados pelas células pré-foliculares
que rompem os cistos, formando os foliculos ovarianos. Os odcitos se
desenvolvem dentro de foliculos ovarianos e apresentam multiplos nucléolos,
que se dispbem perifericamente, junto ao envoltério nuclear. Essa
conformacao, também confere a fase outra nomenclatura chamada perinuclear
(Lubzens et al., 2010). Durante esta fase ocorre uma intensa proliferacdo de
organelas, diferenciacdo das células foliculares e tecais e o citoplasma se
apresenta levemente basofilico devido ao acimulo de RNA (Selman & Wallace,
1989).

No estédio Il (fase alvéolo cortical), os od6citos sdo distinguidos pelo
aparecimento de alvéolos corticais de tamanhos variaveis. Esta fase também
foi denominada como vitelogénese priméria. Os alvéolos corticais sdo vesiculas
de glicoproteinas limitadas por membranas e eles se localizam préximos aos
complexos de Golgi, que se acredita participarem da sintese de seu conteudo.
A medida que o o6cito aumenta, os alvéolos corticais, aumentam em nimero e
tamanho, preenchento o citoplasma. Células especializadas aparecem na teca
e pressupde-se que elas secretam o0s esterbides necessarios para 0
crescimento do odcito.

No estadio Il (vitelogénese), vitelogeninas hepaticas induzida por
esterdides sdo sequestradas pelos oécitos através de endocitose. As
vitelogeninas sao glicoproteinas de fosfolipidos que contribuem para a
producdo de proteinas que séo essenciais para o desenvolvimento embrionario
(Connolly et al., 2014). O odcito continua perdendo sua basofilia, o foliculo se
torna mais opaco e a vesicula germinal é completamente visivel (Wallace &
Selman, 1989). Os lipidos que se acumulam no citoplasma do odcito originam
de lipoproteinas do plasma e das vitelogeninas (Lubzens et al., 2010). Ao final
desta fase os foliculos se tornam competentes para responder ao sinal
hormonal e serem recrutados para maturagéao (Selman, 1993).

No estadio IV (maturacdo), a vesicula germinal (GV) migra para a
periferia do odcito, ocorre a quebra da vesicula germinativa (GVBD) e o
envelope nuclear rompe-se (Lessman, 2009).

No estadio V (maduro), os oo6citos maduros séo liberados no lumen
do ovério e estédo prontos para serem fertilizados.

2.3. Controle hormonal da maturacdo oocitaria
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O eixo hipotalamo-hipofise-gbnada desempenha um importante
papel na gametogénese. Alteracbes de fatores ambientais, como fotoperiodo e
temperatura, sado detectados por receptores especificos, transmitidas ao
cérebro e, apés, para o hipotalamo, alterando a sua producao e liberacdo de
horménios. O hipotalamo produz, entre outros, o horménio liberador de
gonadotrofinas (GnRH). Este hormoénio estimula a liberacdo pela adeno
hipdfise das gonadotrofinas: hormonio foliculo estimulante (FSH) e horménio
luteinizante (LH), cujos alvos encontram-se principalmente nas gbnadas. Desta
forma, o FSH atua na fase de crescimento oocitario, tendo um papel
predominante na regulagéo do crescimento de foliculos vitelogénicos, ativando
a producdo de estradiol (E2) pelos proprios foliculos ovarianos, e regula o
desenvolvimento do ovario através do controle da sintese de vitelogenina. O
LH, por sua vez, atua na maturagao ovocitaria estimulando a secrecéao de 17q,
208, dihydroxy-4-pregnen-3-one (17a-20B8 DHP), o qual foi identificado como
horménio indutor da maturacdo, e € amplamente utilizado nos protocolos de
maturacao in vitro ja estabelecidos.

2.4. Reproducéao induzida e utilizacdo do extrato de hipodfise
de carpa

O estudo do controle endécriono da reproducao de peixes passou a
ser fundamental por representar uma possibilidade de intervencdo especifica
na reproducdo destes animais. Desta forma, a reproducao artificial da maioria
das espécies de peixes € otimizada pela inducdo hormonal, que possibilita a
maturacéo final e liberacdo dos gametas de peixes mantidos em cativeiro, além
de possibilitar maior eficiéncia da reproducdo em condi¢cdes laboratoriais
(Carneiro, 2007). A técnica in vivo mais utilizada para a inducdo hormonal da
maturacado final de peixes € a utilizacdo de extrato bruto de hipéfise de peixes
maduros (Zaniboni-Filho & Nufier, 2004). Esta técnica recebe o nome de
hipofisacdo, que funciona como um atalho no processo natural de maturacdo
dos gametas.

Segundo Baldisserotto (2002), existem inumeros hormoénios que
atuam direta ou indiretamente nas gbnadas, possibilitando o0 seu
desenvolvimento e posterior desova e espermiacdo em cativeiro. Dentre eles
encontram-se o0s antiestrogenos, o hormoénio liberador de gonadotrofinas e
esterdides. As gonadotrofinas sdo encontradas na glandula hipéfise dos
animais. Essa glandula produz, acumula e armazena o0s hormonios
gonadotroficos, os quais desempenham um papel decisivo na reproducdo. Em
suma, ela faz o papel de intermediario entre o cérebro e a gbnada.

A técnica de hipofisacdo consiste em utilizar hipofises de espécies
doadoras que tenham alcancado o estadio de maturacdo gonadal, onde sao
encontrados niveis mais elevados de horménios gonadotroficos. Segundo
Woynarovich e Horvath (1983), peixes que sao utilizados para extracdo da
hipofise com o objetivo de inducdo a desova devem ter mais de dois anos e
nao ter participado de desovas induzida ou natural na temporada de
reproducdo. Usualmente utiliza-se extrato de hipofise extraido de carpas
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adultas e sexualmente maduras, injetado por via intraperitonial nos
reprodutores, resultando na maturacéo final dos odcitos.

O extrato de hipdéfise de carpa (EHC) € amplamente utilizada na
inducdo de inUmeras espécies de peixes, apresentando vantagens quando
comparada com os hormdnios sintéticos. Muito embora a carpa seja a maior
doadora para este tipo de indutor hormonal, individuos sexualmente maduros
de varias espécies de reofilicos também podem ser utilizados.

O extrato de hipéfise de peixes utilizados na reproducédo induzida,
possui inumeras vantagens; como sua simplicidade, pois ndo necessita de
instalacdes (refrigeracdo) ou equipamentos e a dosagem é facilmente
calculada baseado-se na relacao entre o peso da hipofise do doador e o peso
do receptor. As hipofises mais utilizadas na inducdo sdo as de carpa,
provenientes da espécie Cyprinus carpio, que geralmente sdo importadas e
possuem custo elevado (Pillay, 1990). O custo de 1 grama de hipofise é
$350,00 (Danubio Aquacultura, 2015). No entanto, inumeras pesquisas tém
demonstrado que outras fontes de hipoéfises séo eficientes (Bernardino et al.,
1993; Amaral Jr., 1995; Streit Jr. et al., 2003; Souza et al., 2003), a0 mesmo
tempo que reduzem o custo do processo reprodutivo.

A quantidade de hormdnio gonadotrépico necessaria para induzir a
maturacdo final e desova dos peixes depende do grau de maturagdo dos
reprodutores, da espécie e do método escolhido para fazer a aplicacéo.
Dessa forma, a dosagem ideal recomendada para induzir diferentes espécies
pode ser bem distinta. Quando o hormonio utilizado é proveniente do extrato
de hipdfise, héa ainda a variacdo da quantidade de gonadotropina presente na
hipéfise no momento da sua coleta, acrescida pela interferéncia que o
processo de conservagdo pode oferecer na degradacdo do hormdnio. No
Brasil, o procedimento usual utiliza hipofise de carpa desidratada em acetona
na dosagem de 5 a 6 mg de EHC por quilo de fémea (Harvey e Carolsfeld,
1993).

Alguns estudos ja relataram a utilizacdo do EHC na maturacéo in
vitro de odcitos (Goetz, 1983; Sorbera, 1999). Os horménios gonadotroficos
atingem a ceélulas alvo in vivo através de leitos capilar localizados na camada
da teca em torno do foliculo. No entanto, in vitro, elas devem atravessar a
superficie do epitélio dos foliculos, que pode ser impermeavel a elas sob
condi¢Bes improprias de cultivo. A composi¢cdo do meio, pH, osmolaridade e
tempo de incubacdo sao cruciais para 0 sucesso da capacidade de resposta
dos od6citos em responder aos hormonios (Patifio & Thomas, 1990).

Apesar de inumeros estudos descreverem a regulacdo da
maturagdo in vitro de o6citos em espécies de salmonideos e néo
salmonideos, muito pouco se sabe sobre a utilizacdo do EHC na maturacao
do odcito de zebrafish.

2.5. Maturacao e fertilizagao in vitro
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As biotécnicas da reproducdo, tais como a inseminacdo artificial,
maturacdo, fecundacdo e producdo de embrides in vitro, transferéncia de
embrides e criopreservacao de gametas sao essenciais para o melhoramento
reprodutivo e preservacédo da biodiversidade (Gobello, 2004).

7

A maturagdo é um processo longo durante o qual os odcitos
desenvolvem competéncia para serem fertilizados e entdo originarem novos
individuos. A habilidade que esta estrutura tem de ser fertilizada € dependente
do estadio de desenvolvimento em que se encontra, visto que os estadio mais
primordiais ndo estdo aptos ainda a produzir um novo individuo.

A interdependéncia de cada etapa na sequéncia de maturacao in vitro é
uma das dificuldades encontradas para aprimoramento dessa tecnologia. Para
mamiferos, meios de cultivo, protocolos hormonais e técnicas de cultivo ja
estdo bem desenvolvidas. Para peixes estas tecnologias ainda estdo em
desenvolvimento, existindo poucos protocolos de maturacédo in vitro e estes
ainda necessitam ser ajustados para cada espécie. O protocolo existente foi
desenvolvido para o estadio Il de odcitos de zebrafish devido ao seu uso como
modelo experimental. Ele utiliza o horménio 17 a - 20 B DHP para maturacao
que, além de dificuldade para aquisi¢cdo e armazenamento, € dispendioso.

Nos peixes, incluindo a truta (Jalabert 1976, Nagahama et al., 1980),
goldfish (Jalabert 1976), perca amarela (Goetz & Theofan, 1976), salméo
(Nagahama et al., 1980), medaka (Iwamatsu et al 1987) e zebrafish (Selman et
al. 1993, 1994), o 17a-20B-di-hidroxi-4-pregnen-3-ona (DHP) é eficaz como
hormonio de inducdo da maturacao in vitro de o6citos com vesicula germinativa
completamente formada (estadio Ill). Apenas alguns estudos examinaram a
capacidade de odcitos maturados para ser fertilizado e desenvolver até a
eclosdo (Seki et al.2008). Em zebrafish, Li et al. (1993) relataram um método
para a maturagao in vitro de odécitos na fase lll, na qual os od4citos podem ser
maturados, fertilizados e poderiam desenvolver-se a termo. Ja o protocolo
desenvolvido por Seki (2008) vem sendo amplamento utilizado.

Em mamiferos inUmeros métodos de maturacdo in vitro a partir do
estagio de surgimento da vesicula germinativa jA foram estabelecidos e séo
utilizados para compreender os mecanismos de regulacdo da oogenese e da
foliculogenese, incluindo ratos (Cross & Brinster, 1970; lwamatsu & Chang,
1972; Mukherjee, 1972), coelhos (Brackett et al., 1972), hamsters (Whittingham
& Bauvister, 1974), camundongos (Niwa & Chang, 1975; Niwa et al., 1976),
vacas (Iritani & Niwa, 1977), e suinos (Iritani et al., 1978).

Protocolos bem sucedidos para a maturacdo de odécitos sado
importantes, uma vez que € necessario para garantir éxito na fertilizacao,
formacdo do zigoto, realizagdo de estdio de blastocisto, crescimento do
embrido e do desenvolvimento. Os meios de cultivo desempenham um papel
muito importante no desenvolvimento do sistema in vitro, uma vez que
influenciam diretamente no seu sucesso (Gliedt et al, 1996). Em alguns peixes,
o pH do ovario é mais alcalino (Fauvel et al., 1993, Lahnsteiner et al., 1995).
Alem disso, Patifio et al. (2005) observaram que condi¢des alcalinas facilitaram
a maturacao in vitro de odcitos da fase Ill para a V em corvina (Micropogonias
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undulatus). No entanto, nenhum desses estudos examinaram a capacidade do
oocitos a ser fertilizados e para desenvolverem apds a maturacao in vitro. A
osmolaridade do meio também afeta diretamente o resultado da maturacao.
Segundo Seki (2008) a utilizagao de 90% de meio Leibovitz L-15 deixou 0 meio
com osmolaridade de 0,290 osm/kg. Esta osmolaridade estaria perto do valor
isotdnico dos odcitos de zebrafish. Este valor € semelhante ao encontrado por
Iwamatsu (1987) para odécitos de medaka (0,270 Osm/kg, 90% TCM199).

Frazer et al (1999) relataram que o uso do soro fetal bovino (FBS) no
meio de cultivo melhora o crescimento celular. O FBS ja foi utilizado
anteriormente em diferentes experimentos de cultivo celular em peixes em
diferentes concentracdes e demonstrando um aumento na taxa de crescimento
celular (Goswami et al., 2010; Kumar et al., 2001) mas ainda nao ha trabalhos
publicados com utilizacdo em cultivo celular em zebrafish. Seki et al. (2008)
demonstrou que o uso da albumina sérica boviva (BSA) foi eficaz na maturagéo
citoplasmatica dos odcitos de zebrafish, assim como € em o6citos humanos.

Sabe-se que o horménio foliculo estimulante (FSH) atua na
foliculogese precoce e é essencial para um desenvolvimento adequado até a
vitelogénese (Kwok et al., 2005). A presenca do receptor de FSH em células da
granulosa sugere que ele pode promover o desenvolvimento e crescimento
folicular (Magalh&es et al., 2009). Como as gonadotrofinas de peixes nao estao
disponiveis, os hormonios a partir de fontes de mamiferos tém sido comumente
utilizados como alternativa em varios estudos em peixes (Kwok et al., 2005).

Em medaka, Iwamatsu (1973) relatou que odécitos imaturos tratados
com hormonio luteinizante (LH) in vitro podem amadurecer, ser fertilizados,
eclodir e se desenvolver em peixes adultos. Neste experimento 0s 00citos
imaturos de medaka sofrem maturacdo citoplasmatica, no entanto nenhum
juvenil foi obtido. Assim, ndo esta claro se o método utilizado para odcitos na
fase de vesicula germinativa suportam maturacdo citoplasmatica apdés
tratamento com LH.

2.6. Zebrafish (Danio rerio) como modelo biolégico

O zebrafish (Danio rerio) é um teleésteo tropical de agua doce,
pertencente a familia Cyprinidae e € caracterizada pelo pequeno tamanho,
podendo atingir em torno de 4-5 cm de comprimento (Spence et al., 2008).
Essa espécie apresenta dimorfismo sexual, na qual os machos sdo mais
afilados e geralmente dourados na regido ventral (Figura 3A), e as fémeas séo
mais prateadas e arredondadas na regido ventral (Figura 3B), o que é mais
evidente na época da estacdo reprodutiva.

é
é
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FIGURA 2. Dimorfismo sexual em zebrafish, macho (A) e fémea (B).
Fonte: http://wikisites.cityu.edu.hk/sites/newscentre/en/Pages/200606071538.aspx

O zebrafish é um peixe oviparo, ou seja, a fertilizacdo e o
desenvolvimento sdo externos. A maturidade sexual € atingida por volta de 10-
12 semanas de vida (Detrich et al., 1999) e as fémeas podem desovar a cada
2-3 dias, sendo que cada desova pode conter centenas de odcitos (Lawrence,
2007). Entre as vantagens dessa espécie como modelo experimental, esta no
fato de os embribes serem translicidos, permitindo a visualizacdo em tempo
real de todos os estadios do desenvolvimento embrionario.

A popularidade do zebrafish como modelo biologico deve-se as suas
caracteristicas de alta fecundidade, pequeno tamanho, tempo entre geracdes
rapido, transparéncia éptica durante a embriogénese e homologia genética com
humanos (Lawrence, 2007). Todas essas vantagens o tornaram um importante
modelo vertebrado em inumeras areas de investigacao, tais como a biologia do
desenvolvimento, a fisiologia, a genética e a criobiologia (Squire et al., 2008;
Bai et al., 2013). Seu custo de criacdo e manutencdo € inferior a de outros
animais utilizados na pesquisa, por exemplo, a criacdo de camundongos é
cerca de trés vezes maior que a de zebrafish (Lieschke & Currie, 2007) e pode
chegar a ser mil vezes menor do que o custo de um rato (Goldsmith & Solari,
2003). Além disso, os métodos laboratoriais para sua criagdo e manejo ja estao
bem estabelecidos, e em condicfes laboratoriais simples podem produzir um
grande numero de ovos fertilizados diariamente (Westerfield, 2000). Assim,
este tem sido considerado um peixe modelo ideal para o desenvolvimento de
pesquisas.
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3. HIPOTESES

3.1. A maturacdao in vitro do odcito estadio Ill de zebrafish pode ser
realizada utilizando extrato de hipofise de carpa;

3.2. A maturacdao in vitro do odcito estadio 1l de zebrafish pode ser
realizada utilizando os hormdnios gonadotropicos FSH e LH,;

3.3. O desenvolvimento de um protocolo de maturagao in vitro
utilizando hormonios alternativos é viavel,

3.4. E possivel produzir novos individuos a partir de o0citos
maturados in vitro.
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4. OBJETIVOS

4.1. Objetivo geral

Verificar a eficacia do extrato de hipdfise de carpa (EHC), dos
horménios foliculo estimulante (FSH) e luteinizante (LH) na maturacéo in vitro
dos odcitos estadio Il de zebrafish (Danio rerio).

4.2. Objetivos especificos

Desenvolver um protocolo eficiente de maturacdo in vitro para
estadio Il de odcito de zebrafish utilizando EHC;

Desenvolver um protocolo eficiente de maturagdo in vitro para
estadio Il de odcito de zebrafish utilizando horménios gonadotroficos FSH e
LH;

Avaliar a capacidade de desenvolvimento folicular in vitro e a
viabilidade apos fertilizagdo também in vitro;
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Resumo

Protocolos de sucesso para a maturacgao in vitro de oocitos de peixe
sdo importantes, uma vez que é necessario para garantir uma fertilizacdo bem
sucedida, formacdo do zigoto, crescimento do embrido e seu completo
desenvolvimento. Em algumas espécies, a eficiéncia deste processo ainda é
muito baixa ou restrito a poucas substancias que podem ser utilizadas. Assim,
pesquisou-se a utilizacdo de hormdnios alternativos ao protocolo ja existente
para maturacdo in vitro de odcitos de zebrafish. O objetivo foi avaliar a
eficiéncia do extrato de hipéfise de carpa (EHC), dos horménios foliculo
estimulante (FSH) e luteinizante (LH) para a maturagdo dos odcitos estadio I
de zebrafish. Os oocitos estadio Il foram colocados em meio de cultivo
Leibovitz modificado, suplementado com soro fetal bovino e adicionado o
horménio correspondente a seu tratamento (T1-controle; T2-16 pg/ml de EHC;
T3- 32 ug/ml de EHC; T4- 48 pg/ml de EHC; T5- 64 pg/ml de EHC; T6- 80
pug/ml de EHC; T7- 0,5 pg/ml de FSH; T8- 0,5 pug/ml de LH e T9- 0,5 pg/ml de
FSH e 0,5 pg/ml de LH). A taxa de maturacdo foi avaliada através da
visualizacdo da quebra da vesicula germinal (GVBD). Em todos os tratamentos
houve maturacdo, embora o EHC tenha demonstrado taxas de maturacao
muito baixas (T2= 12,8%; T3=24,8%; T4=27%; T5=22,7%; T6=9,7%) e
inferiores ao obtido pelos horménios gonadotrépicos (T7=16%; T8=35%;
T9=50%). Além disso, foi possivel verificar a viabilidade da fertilizacdo in vitro
somento dos odcito através tratamento 9 com uma taxa de eclosdo de 68% e
desenvolvimento em larva de 60%. Os resultados da maturagdo in vitro
utilizando estes indutores hormonais em ovocitos estadio 1l de zebrafish
mostraram-se promissores, e reforcam as perspectivas para o aprimoramento e
uso desta técnica para producao in vitro de embrides viaveis.

Palavras-chave: fertilizagdo, FSH, LH, foliculos ovarianos, hipoéfise
de carpa, horménios gonadotrépicos.
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In vitro maturation and fertilization of stage Il
oocytes in zebrafish (Danio rerio)

Abstract

Successful protocols for maturation of oocytes are important, as it is
necessary for ensuring successful fertilization, zygote formation, embryo growth
and full development. In some species the efficiency of in vitro maturation is still
very low or is still restricted to a little amount of substances which can be used
for the matter. Thus, we studied the use of alternative hormones to the existing
protocol for in vitro maturation of zebrafish oocytes. The aim of this study was to
evaluate the efficiency of the use of carp pituitary extract (CPE), the follicle
stimulating hormone (FSH) and luteinizing hormone (LH) to oocyte maturation
stage Il of zebrafish. Oocytes stage Il were placed in modified Leibovitz culture
medium, suplemented with fetal bovine serum and added to the correnponding
hormone treatment (T1-control; T2-16 g / ml of CHE; T3 32 g / ml of CHE, T4 -
48 g / ml of CHE; T5- 64 g / ml of CHE; T6- 80 g / ml of CHE; T7- 0.5 g/ ml of
FSH, T8 0.5 mg / ml of LH and T9- 0.5 g / ml of FSH and 0.5 mg / ml LH). The
maturation rate was assessed by the germinal vesicle break down (GVBD). In
all cases there was maturation, though the EHC has demonstrated fairly low
maturation rate (T2= 12,8%; T3=24,8%; T4=27%; T5=22,7%; T6=9,7%) and
lower in relation of the high efficiency presented by the gonadotropic hormones
(T7=16%; T8=35%; T9=50%). In addition it was possible to verify the viability of
in vitro fertilization in oocyte through the treatment T9 with a result of 68% of
hatching and 60% of larvae development rate. The results of maturation in turn
using this hormones in stage Il oocytes of zebrafish proved promising, and
enhance the prospects for improvement and use of this technique for in vitro
production of viable embryos.

Keywords: fertilization, FSH, LH, ovarian follicles, carp pituitary, gonadotropic
hormones.

1.1. Introducéao

A maturacdo é um processo longo durante o qual os odcitos
desenvolvem competéncia para serem fertilizados e entdo originarem novos
individuos. A habilidade que esta estrutura tem de ser fertilizada € dependente
do estadio de desenvolvimento em que se encontra, visto que os estadios mais
primordiais ndo estdo aptos ainda a produzir um novo individuo. Ainda assim, a
maturacdo de odcitos ndo garante a sua capacidade de serem fertilizados e de
se desenvolverem em novos individuos (Eppig, 1996).

Em teledsteos, como nos vertebrados superiores, a maturacao final
do odcito ocorre antes da ovulagdo e consiste na migracéo e discriminacdo da
vesicula germinal (GVBD), condensacdo do cromossoma e a formacdo do
primeiro corpo polar (Goetz, 1983). Em peixes o indutor 17a-20B-di-hidroxi-4-
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pregnen-3-ona (DHP) é eficaz como hormonio de inducdo da maturagao in vitro
de odcitos com vesicula germinativa completamente formada (estadio Ill).
Apenas um estudo examinou a capacidade dos odcitos maturados serem
fertilizados e se desenvolver até a eclosdo em zebrafish (Seki et al.2008). Em
mamiferos inumeros métodos de maturacdo in vitro, a partir do estagio de
surgimento da vesicula germinativa ja foram estabelecidos e s&o utilizados
para compreender 0s mecanismos de regulacdo da oogenese e da
foliculogenese.

Alguns estudos ja relataram a utilizacdo do extrato de hipofise de
carpa (EHC) na maturacao in vitro de odécitos (Goetz, 1983; Sorbera, 1999). Os
horménios gonadotroficos atingem a células alvo in vivo através de leitos
capilar localizados na camada da teca em torno do foliculo. No entanto, in vitro,
elas devem atravessar a superficie do epitélio dos foliculos, que pode ser
impermeavel a elas, sob condi¢cdes improprias de cultivo.

Protocolos de sucesso para a maturacao de o0citos sdo importantes,
uma vez que é necessario para garantir uma fertilizagcdo bem sucedida,
formacdo do zigoto, realizacdo de estagio de blastocisto, crescimento do
embrido e do desenvolvimento. Os meios de cultivo desempenham um papel
muito importante no desenvolvimento do sistema, uma vez que influenciam
diretamente o0 sucesso da maturacdo dos odcitos, fertilizacdo e no
desenvolvimento dos embrides (Gliedt et al.1996). A composi¢cdo do meio, pH,
osmolaridade e tempo de incubagdo sdo cruciais para 0 sucesso da
capacidade de resposta dos odécitos aos horménios (Patifio & Thomas, 1990).
Seki et al. (2008) provaram que a suplementacdo do meio de cultivo celular
com albumina sérica boviva (BSA) foi eficaz na maturacdo citoplasmatica dos
od6citos de zebrafish, assim como é em odécitos humanos.

Sabe-se que o horménio foliculo estimulante (FSH) atua na
foliculogese precoce e é essencial para um desenvolvimento adequado até a
vitelogénese (Kwok et al., 2005). A presenca do receptor de FSH em células da
granulosa sugere que ele pode promover o desenvolvimento e crescimento
folicular (Magalhaes et al., 2009). Como as gonadotrofinas de peixes nao estao
disponiveis, os horménios a partir de fontes de mamiferos tém sido comumente
utilizados como alternativa em varios estudos em peixes (Kwok et al., 2005).

Em medaka, lwamatsu (1973) relatou que odécitos imaturos tratados
com hormonio luteinizante (LH) in vitro podem ser maturados, ser fertilizados,
eclodir e se desenvolver em peixes adultos. Neste experimento 0s 04citos
imaturos de medaka sofrem maturacdo citoplasmatica, no entanto nenhum
juvenil foi obtido. Assim, ndo esta claro se o método utilizado para odcitos na
fase de vesicular germinativa suportam maturacdo citoplasmatica apos
tratamento com LH.

O zebrafish (Danio rerio) tornou-se um importante modelo no estudo
de genética, biologia do desenvolvimento e biomedicina (Kalueff et al., 2014).
Ele tem um papel cada vez mais expressivo na area da pesquisa médica uma
vez que o genoma do zebrafish possui semelhancas com o genoma humano
(Howe et al.,, 2013), entre outras vantagens como a facilidade de manejo,
menor custo, alta fecundidade, tempo entre geracdes rapido e transparéncia
optica durante a embriogenese. Assim, o0 zebrafish é uma alternativa
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promissora como modelo biolégico para otimizar os protocolos de maturacao in
vitro.

A partir da contextualizacdo exposta, o objetivo deste estudo foi
avaliar diferentes hormonios na inducdo da maturacao in vitro do zebrafish e
verificar a ocorréncia de fertilizacdo e desenvolvimento dos od6citos maturados.

1.2. Materiais e Métodos

Quimicos e Hormonios

Exceto quando indicado, os produtos quimicos utilizados foram
adquiridos da Sigma Aldrich Chemical (St. Louis, MO, EUA). O extrato de
hipdéfise de carpa foi adquirido da Danubio® Piscicultura.

Animais

Todos o0s experimentos realizados e os protocolos utilizados neste
estudo foram aprovados pelo comité de ética da instituicdo (Universidade
Federal do Rio Grande do Sul). NUmero da autorizacdo: 28099.

As fémeas utilizadas no experimento foram obtidas inicialmente, a partir
do lote de animais em idade reprodutiva mantidos no Laboratério de
Aquacultura da UFRGS. Todos os parametros para a manutencdo de um
ambiente ideal para os peixes foram periodicamente verificados, tais como pH,
temperatura, alcalinidade, amoénia, nitrito e oxigénio dissolvido (Westerfield,
2007). Os peixes foram alimentados quatro vezes ao dia com Tetramin Tropical
Fish Flakes (Tetra, Melle, Alemanha), alojados em aquarios de 40 litros, com
sistema de filtragem da agua e aeracédo, temperatura controlada (26°C % 1,0),
densidade de estoque de 5 peixes/litro (Vargesson, 2007) e fotoperiodo de 14
horas de claro e 10 horas de escuro. A identificacdo das fémeas para uso no
experimento foi através da observacdo do abdémen proeminente.

Coleta do ovario e selecédo do estéadio |l

As fémeas foram anestesiadas por meio de imersdo em dose letal (0,6
mg/mL) de tricaina metano sulfonato (Godoy et al., 2013) durante cinco
minutos. Foram dissecadas e sua gbnada removida cuidadosamente por
laparotomia. As gbnadas foram colocadas em placa de petri contendo meio
Leibovitz modificado 90% (L-15), 20% de soro fetal bovino (SFB) e 100 pg/mi
de gentamicina, com pH ajustado para 9,0, osmolaridade média para este meio
de 0,29 osm/kg e homogeneizadas, formando um pool de odécitos. Os foliculos
imaturos do estadio Il foram selecionados por tamanho (entre 0,65 e 0,69 mm
de diametro) e caracteristica visual de ooplasma escuro e visicula germinativa
visivel. Os odcitos foram isolados manualmente com agulha fina e pipetagem
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delicada e, entdo, colocados em grupos de 10 odcitos por poco (em placas de
cultivo de doze pocos) para cultivo de acordo com o protocolo de inducgéo a ser
utilizado.

Experimento 1 — Determinacdo do tempo necessario para maturagao in
vitro.

O objetivo do experimento 1 foi determinar o momento para leitura das
placas de maturacdo dos od0citos in vitro.

O procedimento de maturagéo foi baseado no protocolo j& estabelecido
por Seki (2008). Em uma placa de cultivo celular de doze pogos adicionou-se 4
ml de meio Leibovitz L-15 modificado por poco, suplementado com 100 pg/ml
de gentamicina e o respectivo indutor. Os tratamentos com EHC utilizados
foram: T1 — controle (sem utilizacdo de EHC) e T2; T3; T4; T5 e T6 nas
concentracfes de 16; 32; 48; 64 e 80 ug/ml de EHC, respectivamente. Para os
horménios gonadotropicos foi utilizada a dosagem usual para inducéo in vitro
em mamiferos: T7=0,5 pg/ml de FSH; T8=0,5 pug/ml de LH, T9=0,5 pg/ml de
FSH e 0,5 pg/ml de LH. A placa foi colocada em estufa com temperatura
controlada de 27°C e verificada em intervalos de uma hora.

A viabilidade dos odcitos e sua capacidade de maturacéo foi verificada a
cada hora através de estereoscopio em objetiva de 4X. Foi considerado um
oocito maturo (estadio V) aquele em que ocorreu o desaparecimento da
vesicula germinativa e maxima transparéncia do ooécito (GBVD), ja que células
ndo maturas contém vesicula germinativa intacta e permanecem opacos.

Experimento 2 — Avaliacdo do uso de extrato de hipdéfise de carpa na
maturacao in vitro.

O objetivo do experimento 2 foi avaliar o desempenho do extrato de
hipdéfise de carpa na maturacéo de odcitos estadio Il de zebrafish.

O procedimento de maturacéo foi baseado no protocolo j& estabelecido
e descrito por Seki (2008) no Experimento 1. As concentracdes de EHC foram
calculadas com base no peso médio da génada de zebrafish (0,153 gramas)
utilizando como menor concentracdo a dosagem recomendadada de 5 a 6 mg
de EHC por quilo de fémea (Harvey & Carolsfeld, 1993), ficando os tratamentos
definidos em niveis de inclusdo de EHC como no Experimento 1.

O extrato de hipdfise de carpa (Danubio®) foi pesado, macerado,
homogeneizado em meio L-15 modificado, imediatamente adicionado aos 4 ml
de meio de cultivo do poco da placa de cultura, de acordo com as
concentracbes fixadas para cada tratamento e incubado em estufa com
controle de temperatura a 27°C durante dezoito horas, até o momento da
leitura.
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A viabilidade dos odcitos e sua capacidade de maturacdo foi avaliada
pelo método da quebra da vesicula germinativa, como no Experimento 1.

Experimento 3 — Avaliagdo do uso dos horménios gonadotrépicos na
maturacao in vitro.

O objetivo do experimento 3 foi avaliar o desempenho dos horménios
gonadotrépicos na maturagao de odcitos estadio Il de zebrafish.

O procedimento de maturacédo foi baseado no protocolo ja estabelecido
por Seki (2008), como no experimento 1. As concentracdes de hormoénio
foliculo estimulante e luteinizante utilizada foram: T1= controle; T7=0,5 pg/ml
de FSH; T8=0,5 pg/ml de LH e T9=0,5 pg/ml de FSH + 0,5 pg/ml de LH,
baseada na concentracdo usual utilizada para maturacdo em oo0citos de
mamifero.

A placa foi incubada em estufa com controle de temperatura a 27°C
durante vinte horas, até o momento da leitura. A viabilidade dos odcitos e sua
capacidade de maturacdo foi avaliada pelo método da quebra da vesicula
germinativa (GVBD) como no experimento 1.

Experimento 4 — Fertilizacao in vitro.

O objetivo do experimento 4 foi avaliar a capacidade dos od0citos
maturados nos experimentos anteriores de serem fertilizados e se
desenvolverem em novos individuos.

Para o processo de fertilizacdo in vitro (FIV), os o6citos maturados até o
estadio V dos tratamentos que obtiveram melhor sucesso no processo de
maturagdo in vitro, tiveram a membrana folicular foi removida delicadamente
com uma agulha de fina espessura sob microscopio otico (10X) e apés
transferidos para outra placa com meio de cultivo Leibovitz L-15 modificado. Os
machos foram eutanasiados com dose letal de tricaina seguido de decapitacéo.
Os testiculos foram removidos por laparotomia, homogeneizados em 10 ml de
PBS e imediatamente 100ul desta solugdo de espermatozéides foi adicionado
aos pocos da placa de cultivo onde aguardavam os odécitos maturados. Foram
incubados a temperatura controlada de 27°C e observados a cada 30 minutos
em estereoscopio até a clivagem em duas células (1h) e apés acompanhados
durante 48 horas.

Andalise Estatistica

Todos os dados foram submetidos aos testes de Qui-Quadrado e Kruskal-
Wallis. Os resultados obtidos com utilizacdo do EHC foram submetidos ao teste
de regresséo. As analises foram realizadas utilizando-se o procedimento GLM
(General Linear Model) do programa estatistico SAS, versdo 9.0 (2002).

1.3. Resultados

A figura 1 representa o tempo para a taxa de maturacdo utilizando
diferentes concentracdes de EHC nos odcitos estadio Il por um periodo de 24



30

horas (experimento 1). Nenhum odécito maturou antes de 10 horas de
incubacdo. Em 16 horas, nas concentracdes de 16 e 32 pg/ml, nao ocorreu
diferenca entre os tratamentos testados para a taxa de maturacdo que foi
superior a 35%. Quando ocorreu a leitura em 18 horas, nao houve uma clara
distincdo de superioridades entre as diferentes concentracdes de EHC. A partir
desse tempo o0s odcitos iniciaram um processo de degeneracdo celular,
ocorrendo deformidade na membrana externa, rompimento e estravazamento
de conteudo celular, o que resultou em percentuais cadas vez menores de taxa
de maturagao.

Maturagao

=0 m 16ug/ml *32pg/ml 48ug/ml =64pg/ml & 80pg/ml
450

40,0

Taxa de maturagio (%)

W”

o
HH S
o
3]

Tempo (horas)

Figura 1. Taxa de maturacdo dos odcitos submetidos a maturacdo com extrato
de hipdfise de carpa incubados por um periodo de 24 horas, em temperatura
controlada de 27°C. Letras distintas diferem-se estatisticamente, p<0,001, em
um mesmo intervalo de tempo.

Todas as concentracdes utilizadas de extrato de hipdéfise de carpa
demonstraram capacidade de maturagdo (Figura 2). A média da taxa de
maturacdo para cada tratamento foi: T1=0%; T2=12,8%; T3=24,8%; T4=27%);
T5=22,7%; T6=9,6%, onde pelo calculo de regressdo foi determinada a
concentracéo ideal de incluséo para o EHC de 47 pug/ml.
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Figura 2. Curva de regressdo da taxa de maturacdo in vitro dos odcitos de
zebrafish utilizando extrato de hipdéfise de carpa.

Na Figura 3 esta representada a taxa de maturacdo dos oocitos em
estadio Il utilizando os hormdnios LH e FSH por um periodo de 24 horas.
Nenhuma célula se desenvolveu em até 8 horas de incubacado. A partir desse
tempo houve aumento na taxa de maturacdo até 20 horas a qual reduziu-se
levemente até o final do tempo de maturacéo, definido em 24 horas.
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Figura 3. Taxa de maturacdo dos odcitos tratados com diferentes horménios,
LH, FSH e FSH+LH incubados por um periodo de 24 horas com temperatura
controlada de 27°C. Letras distintas diferem-se estatisticamente, p<0,001, no
mesmo intervalo de tempo.

Os hormbénios LH e FSH originados de mamiferos também
possibilitaram capacidade de maturacdo (experimento 3). Em ordem crescente
da pior para a melhor média da taxa de maturacao obtida FSH (T7=16%); LH
(T8=35%) e FSH + LH (T9=50%).

Em relacdo a fertilizacdo in vitro, os odcitos maturados com EHC
nao resultaram em fertilizacdo. Os odcitos submetidos a maturacdo com este
indutor hormonal ficaram sensiveis e se rompiam com facilidade durante a
manipulacdo, tornando-se inviavel a continuacdo do processo. Ja os odcitos do
tratamento 9 (FSH+LH) apresentaram capacidade de fertilizacdo. Estes odcitos
apresentaram-se mais uniformes e resistentes durante a retirada da mebrana
folicular. Neste caso, em 68% dos odcitos maturados houve clivagem em duas
células (entre quarenta minutos e uma hora) e destes 60% eclodiram em larvas
(entre quarenta e oito e cinquenta e duas horas).

1.4. Discussao

O processo de maturagdo foi avaliado morfologicamente por
inspecao visual de tamanho, coloracdo e transparéncia, atraves visualizacao da
guebra da vesicula germinativa (Germinal Vesicle Break Down ou GBVD), do
mesmo meétodo utilizado com eficacia na identificacdo da maturacdo oocitaria
em salméo (Souer, 2011; Young, 2005), linguado (Picha, 2012), tainha (Das,
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2014), carpa (Nayak et al., 2001) e zebrafish (Seki, 2008). Deste modo, foi
possivel observar que os odcitos estadio Ill de zebrafish maturam quando
utilizaram-se quaisquer dos hormdnios indutores testados: ECH, FSH e LH,
assim como no protocolo pré estabelecido por Seki (2008) que utilizou o 17 q,
20 B dihidroxi-4-pregnen-3-one (DHP).

Quanto ao tempo necessario para maturacdo, houve variagdo nos
tempos de leitura para maturacdo de odcitos estadio Il em zebrafish, variando
de 14 horas nos hormonios gonadotrépicos FSH e LH, até 18 horas com EHC.
O periodo necessario para a acdo dos hormdnios testados neste estudo foi
mais longo quando comparados com o relato de Seki (2008), um pouco mais
que 4 horas (270 minutos), utiizando DHP. Cabe ressaltar que o horménio
reprodutivo DHP é especifico da fase de maturacdo em peixes, logo espera-se
uma acdo mais rapida na maturacdo oocitaria. Por outro lado, quando
comparamos com outros hormonios indutores, o estudo de Das (2014) utilizou
na tainha (Mugil cephalus): estradiol, progesterona, gonadotropina corionica
humana (hCG) e LH, e o tempo foi de 15 horas para ocorrer maturacdo. Para
carpa (Catla catla) e catfish (Heteropneustes fossilis), utilizando triiodotironina
(T3) associado a outros hormoénios e esteroides sexuais como indutor, o tempo
de maturacédo utilizado foi de 24 horas (Nayak et al., 2001). Assim, o intervalo
de acdo dos hormonios testados neste estudo com o zebrafish foram
semelhantes aos intervalos de tempo dos demais estudos encontrados na
literatura.

A proposicao de testar o ECH estava em sua simplicidade na
utilizacao, pois ndo necessita de instalacdes (refrigeracdo) ou equipamentos e
sua dosagem é facilmente calculada a partir do peso da gbnada de cada
espécie. Todavia, uma dificuldade na utilizacdo do ECH reside no fato de em
um mesmo lote haver diferenca grande entre as amostras de hipdfise
provenientes de diferentes doadores, sendo muito dificil obter duas hipdéfises
com a mesma concentracdo de hormdnio. De todo modo, foi possivel constatar
no presente estudo que a concentracao de hipofise para maturacédo foi dose
dependente. De acordo com o calculo de regressdo, a concentracao de 47
pg/ml foi o valor em que se obteve a melhor taxa de maturacao, logo abaixo e
acima desta concentragdo nao ocorreu significativo ganho na maturagao. A
concentracdo de 48 ug/ml, em que foi verificada a taxa de maturacdo mais
elevada (27%) no presente estudo, foi inferior a encontrada por Sorbera (1999),
que utilizou extrato de hipoéfise para fazer maturacdo in vitro, resultando em
uma taxa de maturacdo de 89% em robalo (Dicentrarchus labrax). Cabe
ressaltar que no estudo de Sorbera (1999) a concentracdo de EHC também
apresentou dependéncia na concentracdo utilizada para inducdo in vitro da
maturacao.

A interdependéncia de cada etapa na sequéncia de maturacdo in
vitro é uma das dificuldades encontradas para aprimoramento dessa
tecnologia. Utilizando um meio de maturagdo adequado e um protocolo
ajustado foi possivel maturar os oo0citos utilizando tanto os indutores
gonadotropicos LH e FSH, quanto o EHC. Suplementou-se o meio de cultivo
com soro fetal bovino (SFB), ja que tem sido relatado que a adicdo do mesmo,
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ao meio de cultivo, aumenta a taxa de crescimento folicular em peixes
(Goswami et al., 2010; Anil et al., 2011). Os hormonios LH e FSH provenientes,
obtiveram o melhor desempenho assim como relatado por Pang e Ge (2002)
que utilizaram hCG (fonte mamifera) como indutor hormonal na maturacdo dos
oocitos no estadio Il de zebrafish. No entanto, as taxas de maturagcdo com
maior eficacia encontradas neste estudo (EHC = 27% e FSH+LH=50%) ainda
foram inferiores as taxas de maturacédo ao redor de 85% encontradas por Seki
(2008), utilizando o DHP.

Assim como em mamiferos, a maturagdo nuclear dos odécitos de
peixe ndo garante sua habilidade de ser fertilizado e de eclodir, pois a
maturacdo citoplasmatica é essencial neste processo. Para determinar a
habilidade de maturacdo é necessario examinar as taxas de fertilizacdo e
eclosdo. Para fertilizacdo in vitro, foram escolhidos os tratamentos que
obtiveram os melhores resuldados na maturacdo com EHC (T4) (taxa de
maturacdo de 27%) e FSH associado ao LH (T9) que maturou 50% dos
oocitos. Nao foi possivel obter novos individuos com uso do EHC, pois eles
apresentaram-se muito frageis apdés o processo. No tratamento com FSH
associado ao LH foi possivel observar novos exemplares, resultando em uma
taxa de fertilizacdo de 68% e de eclosdo de 60%, semelhante & taxa relatada

para zebrafish por Seki (2008) de 64 e 60% respectivamente.

A eficiéncia dos processos in vitro para maturacdo de uma das
concentracfes de ECH (T4) e de maturacéo e fertilizagdo com o FSH e LH e
neste trabalho demonstrarem ser eficazes, seu uso pode ser aplicado em
outros teledsteos. O protocolo desenvolvido também pode se tornar uma
ferramenta para o entendimento do mecanismo de regulacdo da oogenese e
fliculogenese em zebrafish. Estudos futuros podem ser feitos no ambito de
aprimorar a técnica utilizada, melhorar as taxas de maturacao e aperfeicoar os
métodos alternativos para obtencao de novos individuos.

1.5. Conclusao

O uso de extrato de hipdfise de carpa e dos horménios foliculo
estimulante e luteinizante resultou em maturacdo dos odcitos estadio Il de
zebrafish. O LH e o FSH tiveram um melhor desempenho, apresentado taxas
de maturacdo superiores, sendo ainda possivel verificar a ocorréncia de
fertilizacdo dos odcitos e eclosdo em larva no tratamento com uso simultdneo
de FSL e LH.
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CONCLUSOES

O uso de extrato de hipdfise de carpa e dos horménios foliculo
estimulante e luteinizante resultou em maturacdo dos odcitos estadio Il de
zebrafish. Os tratamentos em que foram utilizados hormoénios gonadotropicos
resultaram em melhores taxas de maturacdo quando comparados com EHC.

A utilizacdo do extrato de hipofise de carpa tem capacidade de
maturacdo dos odcitos até a fase em que estdo maduros para serem liberado
no ambiente (estadio V), no entanto ainda néo foi possivel fazer a fertilizacao in
vitro dos odcito maturados por este protocolo.

A utilizagdo conjunta dos hormdnios gonadotropicos FSH e LH tem
capacidade de maturar odcitos estadio Il de zebrafish in vitro, capacitando-os
para serem fertilizados e dar origem a novos individuos.
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2. PERSPECTIVAS

A técnica desenvolvida nesse trabalho foi promissora para
maturagdo oocitaria em zebrafish. No entanto, a metodologia para utilizacdo do
EHC ainda precisa ser aprimorada e melhor desenvolvida para que 0s o0d6citos
tenham capacidade de serem fertilizados. A hipofise de carpa ja esta bem
consolidada como indutor hormonal in vivo mais utilizado, e devido a suas
vantagens de armazenamento, acessibilidade e custo, pode se tornar uma
excelente ferramento para producéo in vitro de novos individuos.

O meio de cultivo tem um papel importante no desenvolvimento no
sistema de cultivo in vitro, uma vez que pode influenciar o sucesso da
maturacdo dos odcitos, fertilizacdo, no desenvolvimento e ecloséo das larvas.
Em zebrafish a eficiéncia do desenvolvimento oocitario in vitro ainda é muito
baixo, assim, pesquisadores tém buscando novas combinacfes de
suplementos para melhorar os meios de maturacao e cultivo in vitro (Seki et al.
2008; Tsai et al.,, 2010; Anil et al., 2011). As gonadotrofinas de peixes néo
estdo facilmente disponiveis para uso, assim, hormoénios a partir de fontes de
mamiferos tém sido utilizados como alternativa em estudos em peixes (Kwok et
al., 2005). Apos o cultivo in vitro utilizando EHC observamos em nossos
resultados uma baixa taxa de maturacao e inviabilidade dos odcitos maturados
de serem fertilizados. E provavel que nio tenha ocorrido a adequada
maturacdo citoplasmatica, impossibilitando a obtencdo de novos individuos.
Logo, o meio de cultivo in vitro deve garantir todo o aporte nutricional e
hormonal necessarios para o desenvolvimento celular correto dos odcitos,
matendo-od viaveis até a fertilizacéo e eclosao.

Os dados de maturacdo e fertilizacdo in vitro utilizando od6citos
estadio Ill de zebrafish induzidos hormonalmente com extrato de hipdfise de
carpa e com o0s hormonios luteinizante e foliculoestimulante mostraram-se
promissores, e reforcam as perspectivas para o uso desta técnica para
producéo in vitro de novos individuos.
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