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Project abstract:

As espermatogonias tronco sao as células da linhagem germinativa masculina responsaveis por
manter o processo espermatogénico a partir de ciclos de auto- renovagao e diferenciacdo celular
durante a vida reprodutiva masculina. Apesar de importantes, a caracterizacdo molecular destas
células é ainda incipiente na maioria dos vertebrados, incluindo os peixes teledsteos. Neste sentido,
o projeto anterior desenvolvido pela aluna (FAPESP 2018/17111-3), caracterizou alguns
marcadores de espermatogonias tronco de zebrafish com anticorpos especificos para a espécie por
meio de Western Blot (WB) e imunofluorescéncia (IF). Nossos resultados demonstraram que os
marcadores de pluripoténcia Pou5f3, Nanog e Nanos3 sdo preferencialmente expressos em
espermatogdnias indiferenciadas. A medida que estas células diferenciam, a expressao destes
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marcadores diminui, chegando a niveis ndo detectaveis, como em espermatdcitos, espermatides e
espermatozoides. Com base no exposto, esses anticorpos avaliados na etapa anterior fornecem
subsidios para isolar espermatogonias tronco de zebrafsh, vale mencionar que a selecédo e o
enriquecimento das espermatogonias tronco abrem intimeras possibilidades a area biotecnolégica,
por exemplo, o transplante de espermatogonias tronco de espécies ameacadas ou de interesse
zootécnico para producdo de espermatozoides em "barrigas de aluguel” (espécies receptoras).
Além disso, o enriquecimento de espermatogbnias tronco auxiliara no desenvolvimento de
organdides testiculares para o estudo da espermatogénese e toxicologia reprodutiva, assunto que
também faz parte do projeto de Auxilio a Pesquisa do orientador (FAPESP no. processo
2020/03569-8). Desta forma, o presente projeto terd como objetivo: Selecionar as espermatogonias
tronco de zebrafish por MACS (Magnetic Activated Cell Sorting) usando anticorpos de superficie
(por exemplo Gfrala); Validar as células selecionadas através da expressdo de genes de
pluripoténcia por gqPCR e tentativa de desenvolvimento de organdides testiculares 3D com o uso
das células selecionadas. Para atingir esses objetivos, técnicas de isolamento das células
testiculares, selecdo por MACS (Magnetic Activated Cell Sorting) e expressdo de genes
pluripoténcia: RT-qPCR e RT-PCR serdo empregadas. Sendo assim espera-se que os resultados
obtidos nesse projeto auxiliem na sele¢do, enriquecimento e expansdo das espermatogonias tronco
in vitro, bem como no desenvolvimento de organdides testiculares, considerando-se que esse
modelo in vitro pode ser uma ferramenta perfeita para o estudo da espermatogénese em si, assim
como sdo vantajosos para testes de toxicidade, possuindo intimeros beneficios como a reducdo do
nimero de animais a serem usados, a alta capacidade/eficiéncia na avaliacdo toxicol6gica de
compostos, drogas, dentre outros. Os organodides podem ser de grande utilidade para compreender
os mecanismos de acdo destes agentes téxicos no testiculos, assim como 0s mecanismos
epigenéticos induzidos por eles.
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Data Collection

What data will you collect or create?
» Selecionar as espermatogonias tronco de zebrafish por MACS (Magnetic Activated Cell Sorting)
usando anticorpos de superficie (por exemplo Gfrala);

= Validar as células selecionadas através da expressdo de genes de pluripoténcia por qPCR;
» Tentativa de desenvolver organoides testiculares 3D com o uso das células selecionadas.

How will the data be collected or created?

Os dados serdo coletados a cada experimento e tabulados em planilhas do excel. A andlise dos dados
sera realizada no software Graphpad.

Documentation and Metadata

What documentation and metadata will accompany the data?

Protocolos e notas detalhadas sobre cada experimento serdo registrados nos cadernos de laboratério.

Ethics and Legal Compliance

How will you manage any ethical issues?

O projeto foi submetido ao comité de ética no uso de animais (CEUA n° 1987150621
UNESP/BOTUCATU).

How will you manage copyright and Intellectual Property Rights (IP/IPR) issues?

Os dados serdo mantidos em sigilo até a publicacdo em periddicos indexados.

Storage and Backup

How will the data be stored and backed up during the research?

Todos os dados serdo armazenados pelos pesquisadores principais na nuvem e em discos rigidos
externos, com backups diérios, e com acesso restrito a equipe de pesquisadores envolvidos no projeto.
Além disso, os dados e metadados serdo publicados por meio de plataforma disponibilizada pela
UNESP, disponivel em: https://repositorio.unesp.br/.



How will you manage access and security?

A UNESP sera responsavel por sua seguranca por um periodo determinado. A UNESP disponibilizara a
plataforma: https://repositorio.unesp.br/.

Selection and Preservation

Which data are of long-term value and should be retained, shared, and/or preserved?

Todos os dados serdao compartilhados e preservados.

What is the long-term preservation plan for the dataset?

Conjuntos de dados com valor de longo prazo serdo preservados na nuvem e em discos rigidos
externos.

Data Sharing

How will you share the data?

Os dados serdo compartilhados com a comunidade cientifica por meio da publicacdo em periodicos
indexados.

Are any restrictions on data sharing required?

Nao ha restrigcoes legais ou éticas. No entanto, os dados serdo mantidos em sigilo até a publicacdo em
revistas indexadas.

Responsibilities and Resources

Who will be responsible for data management?

Pesquisador principal, equipe de pesquisadores, UNESP.

What resources will you require to deliver your plan?

O investigador principal mantera todas as atualizag¢des dos dados, bem como os backups, podendo
solicitar assisténcia técnica do setor de informética da UNESP / Botucatu.



