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RESUMO

WORST, R. A. Influéncia da expressdo da alfa-6 integrina na producdo de
células-tronco espermatogoniais murinas transgénicas. [Influence expression of
integrin alpha-6 in the production of transgenic murine spermatogonial stem cells].
2012. 79f. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias) — Faculdade de Medicina Veterinaria
e Zootecnia, Universidade de S&o Paulo, Sdo Paulo, 2012.

Ao longo da vida reprodutiva dos machos adultos, espermatozoides sao formados
pelas células-tronco espermatogoniais (SSCs, do inglés spermatogonial stem cells)
por um processo conhecido como espermatogénese. O cultivo in vitro de SSCs abriu
novas possibilidades para a transgenia, no entanto os protocolos requerem a adi¢cao
de fatores de crescimento, o que encarece a manutencdo dessas células por um
tempo prolongado, fazendo da criopreservagdo de SSCs uma alternativa para esse
problema. O fendtipo molecular de células-tronco espermatogoniais tem sido objeto
de estudo nas ultimas décadas. Uma das moléculas mais estudadas como marcador
na caracterizacdo de espermatogbnias € a alfa-6 integrina. Baseado nestas
informacdes, a seguinte hipotese foi proposta: SSCs que apresentam maior
expressdo de alfa-6 integrina sdo mais eficientes para modificacdes genéticas e
colonizacdo de tubulos seminiferos. Para testar essa hipotese, as SSCs murinas
foram dissociadas de testiculos de camundongos com 8 a 11 dias de idade. Essas
células foram cultivadas in vitro, caracterizadas quanto sua morfologia, congeladas e
incubadas com anticorpo anti-alfa-6 integrina para a purificagdo das SSCs por
separacao celular ativada por fluorescéncia (FACS). Células testiculares foram
geneticamente modificadas com a inser¢cdo do gene marcador LacZ e o transplante
através dos ductos eferentes foi padronizado. As Células germinativas testiculares
foram dissociadas e cultivadas in vitro, porém a viabilidade foi aguém da desejada,
inviabilizando as etapas de transformacdo, transplante e posterior avaliacdo
histol6gica. Usando o marcador molecular alfa-6 integrina foi possivel separar
populacfes de células germinativas testiculares por FACS e a expressao génica de
ITGa6, GFRal, Oct-4 e Thy-1 foi detectada por RT-PCR quantitativo. Em concluséao,
ndo foi possivel comprovar a eficiéncia de transdugdo e colonizagcdo em tubulos

seminiferos por células-tronco espermatogoniais selecionadas com alfa-6 integrina.

Palavras-chave: Células-tronco espermatogoniais. Camundongos. Transgenia

Animal. Alfa-6 integrina.



ABSTRACT

WORST, R. A. Influence expression of integrin alpha-6 in the production of
transgenic murine spermatogonial stem cells. [Influéncia de expressdo da alfa-6
integrina na producdo de células-tronco espermatogoniais murinas transgénicas].
2012. 79f. Dissertacdo (Mestrado em Medicina Veterinaria) — Faculdade de Medicina
Veterinaria e Zootecnia, Universidade de S&o Paulo, Sdo Paulo, 2012.

Throughout the reproductive life of adult males, spermatozoa are formed from
spermatogonial stem cells (SSCs) by a process known as spermatogenesis. The in
vitro culture of SSCs created new possibilities for transgenesis, however the
protocols require addition of growth factors, which increases the maintenance costs
of these cells for a prolonged time, making of the cryopreservation of SSCs an
alternative for this problem. The molecular phenotype of spermatogonial stem cells
have been target of studies in recent decades. One of the most studied marker
molecule in the characterization of spermatogonia is integrin alpha-6. Based on these
informations, the following hypothesis was proposed: SSCs that show increased
expression of integrin alpha-6 are more efficient for genetic modification and
colonization of seminiferous tubules. In order to test this hypotesis, murine SSCs
were dissociated from testes of 8 to 11 days old mice. These cells were in vitro
cultured, characterized based on its morphology, frozen and incubated with anti-
integrin alpha-6 antibody for the purification of SSCs by activated cell sorting
fluorescence (FACS). Testicular cells were genetically modified with the insertion of
the marker gene LacZ and transplantation through the efferent ducts was
standardized. The testicular germ cells were dissociated and in vitro cultured,
however viability was below expected, precluding the steps of transformation,
transplantation and subsequent histological evaluation. Using molecular marker
integrin alpha-6 it was possible to separate testicular germ cell populations by FACS
and gene expression of ITGa6, GFRa1, Oct-4 and Thy-1was detected by quantitative
RT-PCR. In conclusion, it was not possible to prove the efficiency of transduction and
colonization in the seminiferous tubules by spermatogonial stem cells selected with

alpha 6 integrin.

Key-words: Spermatogonial stem cells. Mice. Animal transgenesis. Integrin alpha-6.
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1 INTRODUCAO

Ao longo da vida reprodutiva dos machos adultos, espermatozoides sao
formados pelas células-tronco espermatogoniais (SSC, do inglés spermatogonial
stem cells) por um processo conhecido como espermatogénese. Uma Unica SSC,
apos varias divisbes mitoticas e meioticas, pode dar origem a 2048 ou 4096
espermatozoides. Além disso, as ceélulas-tronco espermatogoniais possuem
capacidade de autorrenovacédo e replicacdo durante toda a vida e sdo as Unicas
células-tronco em adultos capazes de transmitir informacdes genéticas para a
préoxima geracao (KUBOTA; BRINSTER, 2006).

O fendtipo molecular de células-tronco espermatogoniais tem sido objeto de
estudo nas ultimas décadas. Através da combinacdo de técnicas de separacdo
celular por meio de moléculas presentes na superficie celular tem-se obtido um
grande avancgo nessa area. Uma das moléculas mais estudadas como marcador na
caracterizacdo de espermatogonias € a alfa-6 integrina (SHINOHARA; AVARBOCK;
BRINSTER, 1999; KUBOTA; AVARBOCK; BRINSTER, 2003). Nos ultimos anos,
com a descoberta de marcadores moleculares, a técnica de separacdo celular
ativada por fluorescéncia (FACS, do inglés fluorescence-activated cell sorting) tem
permitido o enriquecimento da populacdo de células-tronco espermatogoniais com
base em caracteristicas como o tamanho e moléculas de superficie das células.

O primeiro relato de sucesso na recuperacdo da fertilidade apos
criopreservacdo e transplante de células-tronco espermatogoniais foi descrito por
Avarbock, Brinster e Brinster (1996). Atualmente, os protocolos de cultivo in vitro de
SSCs requerem a adicdo de fatores de crescimento e, no caso da aplicagdo na
recuperacdo de fertiidade de pacientes submetidos a quimioterapia, haveria a
exigéncia de um cultivo in vitro prolongado, portanto, a manutencdo dessas células
acaba tornando-se um processo custoso, sem considerar o risco de contaminacoes.
Uma alternativa para reducdo de custos com o cultivo in vitro € a criopreservacao
dessas células.

Desde o momento em que células-tronco germinativas puderam ser

manipuladas in vitro e produzir nascimentos, os recentes avancos das técnicas de
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cultivo abriram novas possibilidades para a transgenia utilizando células da linhagem
germinativa. Com essas informacOes, este projeto de pesquisa pretendeu
estabelecer o cultivo e a modificagdo de SSC murinas para producédo de animais
transgénicos. Para chegar a este objetivo, em uma primeira etapa foram isoladas
células espermatogoniais murinas de filhotes com idade entre 8 e 11 dias, mantidas
em cultivo in vitro e apés criopreservadas. Posteriormente, a selecdo de células que
apresentam marcacdo para alfa-6 integrina foi realizada por citometria de fluxo e
marcadores moleculares de SSCs identificados por RT-PCR quantitativo. Ao final, a
transformacao de células espermatogoniais com o gene marcador LacZ foi relatada

e padronizou-se a técnica de transplante de células espermatogoniais.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 CELULAS-TRONCO ESPERMATOGONIAIS

Ao longo da vida reprodutiva dos machos adultos, espermatozoides séo
formados pelas células-tronco espermatogoniais (SSCs, do inglés spermatogonial
stem cells) por um processo conhecido como espermatogénese (DE ROOIJ;
RUSSELL, 2000). De Rooij e Mizrak (2008) citam que as SSCs residem na

membrana basal dos tabulos seminiferos e sao células unicas (Figura 1).

Figura 1 — Esquema de um tdbulo seminifero de camundongo demonstrando a membrana basal e a
posicao das células espermatogoniais em relacdo a mesma

Células peritubulares

Espermatogonia B Espermatogénia A

Membrana basal

Célula de Sertoli

Espermatocito

—— Espermatide

———— Espermatide alongada

Fonte: adaptado de (DE ROOIJ; MIZRAK, 2008).
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A origem das SSCs se da pelas suas células precursoras, as células
germinativas primordiais (PGCs, do inglés primordial germ cells) durante os
primeiros estagios da vida embrionaria (LAWSON; PEDERSEN, 1992). Durante a
migracéo pelas cristas genitais, as PGCs se proliferam e ao serem envolvidas por
células de Sertoli e células peritubulares na crista gonadal passam a serem
chamadas de gondcitos (CLERMONT; PEREY, 1957). Em camundongos,
aproximadamente no terceiro dia apdés 0 nascimento oS gonocitos que estédo
quiescentes comegam a se diferenciar e ao sexto dia de vida tornam-se SSCs
(BELLVE et al., 1977).

Como ja comentado, as SSCs apresentam uma grande contribuicdo para a
espermatogénese. Russel et al. (1990) citam que uma Unica SSC, apds varias
divisbes mitdticas e meibtica, pode dar origem a 2048 ou 4096 espermatozoides.
Além disso, as células-tronco espermatogoniais possuem capacidade de
autorrenovacao e replicacdo durante toda a vida e sdo as Unicas células-tronco em
adultos capazes de transmitir informacfes genéticas para a proxima geracao
(KUBOTA; BRINSTER, 2006).

2.2 DIVISAO E CLASSIFICACAO DAS SSCs

Quando uma célula-tronco espermatogonial comeca a se dividir ela pode
decidir por dois caminhos distintos: a autorrenovacdo ou a producdo de
espermatozoides. Ainda sdo desconhecidos os mecanismos que fazem com que
uma SSC siga uma ou a outra via e também ndo se sabe ao certo se elas dividem-
se de uma forma simétrica ou assimétrica (DE ROOIJ; RUSSEL, 2000). No modelo
de divisdo simétrica duas células idénticas sdo originadas ou duas células ligadas
por pontes intercelulares e comprometidas com a diferenciagdo sdo geradas. O
modelo de divisdo assimétrica considera que uma SSC pode dar origem a uma
célula idéntica e a outra que, apesar de ser semelhante, esta comprometida com a
diferenciacao (OATLEY; BRINSTER, 2008).

O modelo para classificacdo de células-tronco espermatogoniais, conhecido
como modelo As € o mais aceito (HUCKINS, 1971a). Em ratos adultos sete tipos de
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espermatogonias tipo A foram classificados: Asimples (As), Apareada (Apr), Aalinhada (Aal),
A1, Az, Az e A; (HUCKINS, 1971a). As espermatogodnias As servem de base para a
continua producédo de gametas masculinos, pois sdo as que possuem potencial de
autorrenovacdo e as Ay sdo células-filhas das As que continuam conectadas por
uma ponte citoplasmatica intercelular e dardo origem as demais células da linhagem
germinativa (Figura 2) (DE ROOIJ; GROOTEGOED, 1998). Ja as Ay se dividem
formando cadeias de 4, 8 ou 16 células (Aa-4, Aa-s € Aa.16, reSpectivamente) que por
sua vez se diferenciam em espermatogdnias A;. Apos seis divisdes mitbticas surgem
as células A,, Az, A, e, finalmente, espermatogbnias do tipo B, que originarao
espermatoécitos no final da ultima divisdo mitética (IZADYAR et al., 2002). Somente
as células As sao consideradas SSC em camundongos (DE ROOIJ, 1998; DETTIN et
al., 2003). Entretanto, Nakagawa et al. (2010) propdem um novo comportamento
para espermatogbnias, sugerindo que espermatogbnias A,.4 ainda possuem a

capacidade de retornar ao estagio de espermatogonias As,

Figura 2 — Esquema da autorrenovacdo e multiplicagdo de células-tronco espermatogoniais em
murinos

Autorrenovagao Espermatogénese
SSC (As) SSC (As)
/ \ ik ‘
SSC SSC Aaa |

Aas ‘ l:ontes citoplasmaticas

6-7 divisdes espermatogoniais adicionais

L

Espermatdcitos

Fonte: adaptado de (DE ROOIJ; MIZRAK, 2008).
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2.3 CARACTERIZACAO DAS SSCs

O fendtipo molecular de células-tronco espermatogoniais tem sido objeto de
estudo nas ultimas décadas. Um grande avanco nessa area tem sido obtido através
da combinacdo de técnicas de separacdo celular por meio de moléculas presentes
na superficie celular. Uma das moléculas mais estudadas como marcador na
caracterizacdo de espermatogonias € a alfa-6 integrina (SHINOHARA; AVARBOCK;
BRINSTER, 1999; KUBOTA; AVARBOCK; BRINSTER, 2003). Sabe-se que
integrinas sdo moléculas presentes na superficie da membrana celular e que podem
atuar como receptores de adesado celular (HYNES, 1992). A primeira vez que foi
citada como marcador de espermatogodnias, em ratos, foi em 1995 por Salanova et
al. Em 1999, Shinohara, Avarbock e Brinster demonstraram que espermatogdnias
com marcacao para estas integrinas de superficie produziram populacdes celulares
com significante habilidade de colonizar testiculos de receptores e esta colonizacao
foi duas vezes mais efetiva com células selecionadas para alfa-6 integrina. Desde
entdo, a alfa-6 integrina tem sido estudada como marcador para células
espermatogoniais em suinos (KUIJK; COLENBRANDER; ROELEN, 2009), humanos
(IZADYAR et al., 2011) e bovinos (DE BARROS et al., 2012).

Nos tubulos seminiferos, além das integrinas desempenharem papel de
adesdo de SSCs, as células de Sertoli também ajudam na sustentacdo das SSCs.
Trupp et al. (1995) sugeriram pela primeira vez que as células de Sertoli poderiam
produzir GDNF (do inglés glial cell line-derived neurotrophic factor) e que este
poderia ter efeito nos estagios iniciais da espermatogénese. Em 2003, Yomogida et
al. comprovaram a expansao in vitro de SSCs pela expressdo de GDNF por células
de Sertoli e seu receptor alfa-1 da familia do GDNF (GFRa-1, do inglés GDNF family
receptor alpha-1) tem sido wusado como marcador de células-tronco
espermatogoniais (BUAGEAW et al., 2005).

Existem ainda outras proteinas que podem ser utilizadas como marcadores
de SSCs. O Oct-4 pertence a classe V das POU (Pit-Oct-Unc), familia de fatores de
transcricdo (RYAN; ROSENFELD, 1997). Esse fator de transcricdo € um marcador
de pluripoténcia e esta relacionado a determinacdo da linhagem germinativa em
mamiferos (PESCE; SCHOLER, 2000). Outro fator de transcricdo associado a
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caracterizacdo de células-tronco espermatogoniais é o Thy-1, ou CD90 (KUBOTA,;
AVARBOCK; BRINSTER, 2003). O Thy-1 € uma glicoproteina ancorada de glicosil
fosfatidilinositol da superfamilia de imunoglobulinas que é expressa em células-
tronco hematopoiéticas (SPANGRUDE; HEIMFELD; WEISSMAN, 1988).

2.4 ISOLAMENTO E ENRIQUECIMENTO DE SSCs

No camundongo adulto, somente cerca de 0,03% das células germinativas
sdo SSC (TEGELENBOSCH; DE ROOIJ, 1993). A populagédo absoluta de células-
tronco espermatogoniais isoladas de camundongos adultos criptorquidas é 39 e 6
vezes maior em relacdo a neonatos e filhotes, respectivamente. No entanto, as
colonias formadas por SSCs de neonatos e a quantidade de células isoladas por
grama de testiculo sdo maiores (SHINORAHA et al., 2001). Sendo assim, o
isolamento de células germinativas de animais mais jovens favorece a selecdo de
populacdes mais puras de SSCs nessa espécie, apesar do total obtido ser menor.

A escolha do protocolo adotado, tanto para o isolamento das células
germinativas testiculares quanto para o enriguecimento das SSC, é outro fator
importante na obtencdo das SSCs. Bellvé et al. (1977) propuseram uma digestdo
enzimatica do parénquima testicular em dois passos. Em 1996, van Pelt et al.
realizaram algumas modificacdes, incubando os tubulos seminiferos dissecados com
solucdo contendo hialuronidase, tripsina, colagenase e DNase e obtiveram bons
resultados no isolamento de células germinativas. Para aperfeicoar os protocolos de
isolamento, Fujin Shen et al. (2010) propuseram uma digestdo modificada que
consistia na digestdo durante 3 a 5 minutos em solucdo de colagenase e DNase
com agitacdo suave e apds, nova digestdo por 4 a 5 minutos em solucdo de
colagenase, DNase e hialuronidase com aspiracdo vigorosa. Com esse protocolo,
eles reduziram o tempo da digestdo e incrementaram o numero de SSCs obtidas
sem comprometer a viabilidade.

Além da obtencdo de quantidade suficiente de células com uma boa
viabilidade, o sucesso do cultivo in vitro de SSCs depende posteriormente de seu

enriguecimento. Para este, existem varias técnicas ja testadas. A selecdo das
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células murinas isoladas em um gradiente descontinuo de Percoll® foi descrita por
van Pelt et al. (1996). O plaqueamento diferencial (IZADYAR et al., 2002) consiste
em cultivar in vitro em placas todas as células isoladas apds a digestdo por um
periodo de aproximadamente 16 horas. As células da linhagem germinativa ficam
em suspensdo e sao transferidas para outra placa. Nos ultimos anos, com a
descoberta de marcadores moleculares a técnica de separacdo celular ativada por
fluorescéncia (FACS, do inglés fluorescence-activated cell sorting) tem permitido a
purificacdo da populacéo de células-tronco espermatogoniais com uso de anticorpos
conjugados a fluoroforos (SHINOHARA et al., 2000). Paralelamente, outra técnica
tdo eficiente quanto a FACS tem sido empregada: a separacdo células ativada
magneticamente (MACS, do inglés magnetic-activated cell sorting). A MACS
apresenta como vantagem o fato das células ndo passarem por sistemas de colunas
de fluxo continuo, ndo comprometendo a viabilidade celular. Nessa técnica sdo
usados anticorpos para marcadores de superficie que, ao invés de serem
conjugados a fluordforos, sdo conjugados com “beads” magnéticas. A associacao
dessas duas técnicas tem sido estudada especialmente nos casos onde se deseja
uma populacdo de células-tronco espermatogoniais purissima, como em

suspensdes de células testiculares de pacientes com cancer (GEENS et al., 2007).

2.5 CULTIVO IN VITRO DE SSCs

A criacdo de sistemas de cultivo que suportam a autorrenovacdo da
expansdo do numero de SSCs por periodos extensos de tempo foi alcancada na
Ultima década. Kanatsu-Shinohara et al. (2005) desenvolveram uma condi¢éo para a
cultura de células-tronco germinativas livre de soro, em que a proliferacdo de células
de camundongos doadores foi suportada por mais de seis meses. Em um ambiente
livre de soro, a maioria dos tipos celulares exige a adicdo de determinados fatores
de crescimento e hormonios para promover sua proliferacdo e sobrevivéncia
(KANATSU-SHINOHARA et al.,, 2005). O fator de crescimento GDNF produzido
pelas células de Sertoli tem sido considerado uma importante molécula reguladora
da proliferagédo de SSCs in vitro de camundongos (KANATSU-SHINOHARA et al.,
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2003; NAGANO et al., 2003), atuando de forma paracrina nas células
espermatogoniais (XIAOJUAN MENG et al., 2000). Além do GDNF, outros fatores de
crescimento e de transcricdo tém sido relacionados a manutencao e proliferacédo de
SSCs in vitro. Entre os principais estdo o fator de célula-tronco (SCF, do inglés stem
cell factor) (KUBOTA; AVARBOCK; BRINSTER, 2004a), o fator de crescimento de
fibroblasto basico (bFGF, do inglés basic fibroblast growth factor) (KUBOTA,
AVARBOCK; BRINSTER, 2004b) e o fator 1 estimulador de col6nia (CSF1, do inglés
colony stimulating factor 1) (OATLEY et al.,, 2009). O cultivo in vitro de células
espermatogoniais por longos periodos deve ser suportado também pela associagédo
com outros tipos celulares como fibroblastos fetais murinos mitoticamente inativados
(MEF, do inglés mouse embryonic fibroblasts) ou com linhagem imortal de

fibroblastos fetais murinos STO mitoticamente inativados (NAGANO et al., 1998).

2.6 TRANSPLANTE E CRIOPRESERVACAO DE SSCs

A melhor maneira para se verificar a preservacao da capacidade das SSCs
em restabelecer a espermatogénese in vivo € realizando o transplante para animais
receptores. A producdo de espermatozoides maduros de um doador pelo testiculo
de um receptor apOs transplante de espermatogbnias ja foi reportada em
camundongos (BRINSTER; AVARBOCK, 1994; BRINSTER; ZIMMERMANN, 1994;
ZHE YUAN; RUOYU HOU; JI WU, 2009; BANG-JIN KIM et al., 2012). Para o
transplante é necessario que 0s animais receptores tenham sua populacdo de
células germinativas depletada. Para isso, a metodologia mais empregada é com o
uso de quimioterapicos, como o busulfan (BUCCI; MEISTRICH, 1987), pois € de facil
administracdo e o resultado do efeito na espermatogénese pode ser controlado pela
dose (OGAWA et al., 1997). Também podem ser usados a irradiacdo (WITHERS et
al., 1974), animais criptorquidas (MENDIS-HANDAGAMA,; KERR; KRETSER, 1990),
camundongos homozigotos W/W, lécus génico white spotting, 0S quais néo
apresentam espermatogénese (MINTZ; RUSSELS, 1957) e o choque térmico
(WHENZI MA et al., 2011). Ogawa et al. (1997) descrevem perfeitamente as

principais metodologias para o transplante de células-tronco espermatogoniais, que
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sdo através dos ductos eferentes, pela rete testis ou diretamente nos tubulos
seminiferos.

Sem duavida o preparo do receptor e a técnica de eleicdo de transplante tém
influéncia na taxa de colonizagéo pelas SSCs (OGAWA et al., 1997). No entanto, o
sucesso da colonizagdo depende muito da “pureza” da solugédo injetada, ou seja, do
namero de células-tronco espermatogoniais injetadas. As técnicas de FACS e MACS
tém contribuido muito para isso. Pela separacdo por meio de marcadores
moleculares descritos em SSCs altas taxas de colonizacdo tém sido obtidas
(SHINOHARA et al., 2000). O transplante e a purificacdo de SSCs mostra-se como
uma das etapas mais importantes no restabelecimento da fertilidade em meninos
submetidos a tratamentos contra o cancer, pois ap0s a cura o transplante de células
espermatogoniais contaminadas com células cancerosas pode levar ao
desenvolvimento de um novo céancer, como ja foi demonstrado em ratos por
Jahnukainen et al. (2001). Para isso, estudos tém sido realizados apresentando
resultados promissores (FUJITA et al., 2005; HERMANN et al., 2011).

Desde o0 momento em que se provou que o transplante de células-tronco
espermatogoniais de um doador era capaz de restaurar a fertilidade em um receptor
(BRINSTER; AVARBOCK, 1994), a criopreservacao destas células tem sido objeto
de estudo para preservacdo da fertilidade (SOK SIAM GOUK et al.,, 2011). Em
meninos jovens submetidos a quimioterapia o transplante de células-tronco
espermatogoniais ap0s a cura pode ser uma alternativa para a recuperacdo da
fertilidade (HOLOCH; WALD, 2011). O tempo entre a coleta das SSCs, a cura do
paciente e o momento ideal para o transplante pode levar meses, portanto, a
criopreservacao dessas células faz-se necesséaria. No entanto, muitos estudos ainda
sdo necessarios, principalmente relacionados a seguranca das ceélulas
transplantadas, antes dessa técnica ser empregada para uso clinico.

O primeiro relato de sucesso na recuperacdo da fertilidade apos
criopreservacdo e transplante de células-tronco espermatogoniais foi descrito em
camundongos por Avarbock, Brinster e Brinster (1996). Nesse estudo foram
utilizadas técnicas padrbes de congelacdo de células somaticas. Hoje ja existem
varias metodologias para a criopreservacao de SSCs. Os protocolos de congelagéo
lenta utilizando DMSO (dimetilsulfoxido) como crioprotetor sdo os mais estudados
(ALIPOOR et al., 2009; ZHE YUAN; RUOYU HOU; JI WU, 2009). Frederickx et al.
(2004) compararam protocolos de congelagdo lenta controlada e ndo controlada,
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utilizando como crioprotetores tanto DMSO quanto EG (etilenoglicol). Outra
metodologia quem tem sido estudada é a vitrificacdo e tem apresentado 6timos
resultados (SOK SIAM GOUK et al., 2011).

2.7 USO DE SSCs NA TRANSGENIA ANIMAL

Os recentes avancos das técnicas de cultivo in vitro abriram novas
possibilidades tanto pelo seu potencial biomédico quanto pelo seu uso nha
biotecnologia animal. Pesquisas desenvolvidas na area de transgenia fazem uso das
SSCs, pois estas apresentam um grande potencial para a producdo de animais
transgénicos (BRINSTER; AVARBOCK, 1994). Por exemplo, machos que receberam
transplante de células-tronco espermatogoniais modificadas poderdo produzir
milhdes de espermatozoides com o gene de interesse maximizando e diminuindo os
custos da técnica de transgenia.

Atualmente uma das principais técnicas no campo da transgenia animal € a
transferéncia génica mediada por espermatozoides (SMGT, do inglés sperm-
mediated gene transfer) (GANDOLFI, 1998). Nessa técnica, espermatozoides sao
incubados in vitro com vetores que internalizam o DNA de interesse. Apds, 0S
espermatozoides podem ser utilizados na fertilizacéo in vitro de odcitos (MAIONE et
al., 1998). No entanto, os protocolos desenvolvidos para essa técnica sao dificeis de
reproduzir além de apresentam resultados instaveis. Nesse sentido, uma alternativa
gue surgiu foi a transferéncia génica mediada pelo testiculo (TMGT, do inglés testis-
mediated gene transfer) (SATO et al., 1994), que consiste em modificar
geneticamente as SSCs, precursoras dos espermatozoides. Para a geracdo de
SSCs transgénicas, 0 uso de vetores lentivirais tem sido empregado com bastante
éxito, tanto in vitro (NAGANO et al., 2002; BUOM-YONG RYU et al., 2007; BANG-
JIM KIM et al., 2012) quanto in vivo (SEHGAL et al., 2011).



HIPOTESE E OBJETIVOS



33

3 HIPOTESE E OBJETIVOS

Para a proposta do presente projeto de pesquisa foi levantada a seguinte

hipotese:
“SSCs que apresentam maior expressdo de alfa-6 integrina sdo mais

eficientes para modificacdes genéticas e colonizacdo de tubulos seminiferos.”

Para chegarmos a essa afirmacédo, os seguintes objetivos especificos foram

propostos:

1. Dissociar células testiculares murinas de filhotes e realizar o plaqueamento

diferencial para enriquecer a fracdo de SSCs;

2. Avaliar a viabilidade das células testiculares ap0s criopreservacgao;

3. Separar células espermatogoniais que apresentam marcacdo para alfa-6

integrina por citometria de fluxo;

4. Transformar células espermatogoniais cultivadas in vitro com o gene marcador
LacZ,

5. Transplantar células espermatogoniais contendo o gene LacZ para testiculos de

camundongos adultos.



CAPITULO 1: Dissociagdo e criopreservagdo de células

germinativas testiculares de filhotes murinos
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CAPITULO 1: Dissociacdo e criopreservacdo de células

germinativas testiculares de filhotes murinos

4 MATERIAIS E METODOS

Para a obtencéo, cultivo in vitro, congelamento e verificagcdo da viabilidade
pés-descongelamento das células testiculares foram utilizados filhotes de
camundongos da linhagem C57BL/6 com 8-11 dias de idade (n=118). Todos os
animais foram provenientes do Biotério dos Laboratorios de Fecundacéo in vitro,
Clonagem e Transgenia Animal e sua utilizacdo na pesquisa foi aprovada pela
Comissao de Bioética para o Uso Animal da Faculdade de Medicina Veterinaria e
Zootecnia da Universidade de S&o Paulo.

4.1 DISSOCIACAO DE CELULAS GERMINATIVAS TESTICULARES DE
FILHOTES MURINOS

Para isolar as células germinativas testiculares, testiculos de camundongos
com idade variando de 8 a 11 dias foram submetidos de forma conjunta a uma dupla
digestdo enziméatica, conforme protocolo descrito por van Pelt et al. (1996), com
algumas modificacBes. Os animais foram eutanasiados por deslocamento cervical. A
regido abdominal foi desinfetada com &lcool 70% (v/v) e incisada com tesoura
cirirgica. Com o auxilio de pincas finas os testiculos foram removidos
cuidadosamente, evitando a ruptura de sua cépsula, e colocados em uma placa de
Petri de 60 mm (TPP, Suica) contendo PBS sem Ca®" e Mg?* (PBS), aquecido a
37°C. Nesta placa, partes de tecidos adjacentes ao testiculo foram removidas. Em
seguida, os testiculos foram lavados em PBS e transferidos para um tubo de

microcentifuga para pesagem.
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Imediatamente antes da digestdo enzimética os testiculos foram
fragmentados no proprio tubo de microcentrifuga com auxilio de uma tesoura
cirdrgica. Aos fragmentos foi adicionado 10 mL de DMEM digestdo (Anexo A),
contendo colagenase, hialuronidase e tripsina, para cada grama de tecido e a
suspensao transferida para um tubo cénico de centrifuga de 15 mL. Os fragmentos
foram incubados durante 15 minutos em banho-maria a 37°C, sendo
homogeneizados vagarosamente com uma pipeta de Pasteur a cada 5 minutos. Ao
tecido parcialmente digerido foi adicionado 10% (v/v) de soro fetal bovino (FCS — do
inglés fetal calf serum, Gibco, Brasil) e centrifugado a 400 x g por 2 minutos. O
sobrenadante foi cuidadosamente removido e ao sedimento foi adicionado DMEM
digestdo (10 mL para cada grama de tecido) e incubado novamente em banho-maria
a 37°C, durante 30 minutos, sendo homogeneizado vagarosamente com uma pipeta
de Pasteur a cada 10 minutos. Apds a segunda digestdo enzimatica foi adicionado
novamente 10% (v/v) de FCS e as células centrifugadas a 400 x g por 5 minutos. O
sobrenadante foi cuidadosamente removido e ao sedimento foi adicionado 10 mL de
DMEM cultivo (Anexo B). A concentracao e viabilidade celular foi determinada pelo
método de exclusdo com azul de tripan (5 mg/mL, em PBS), utilizando camara de
Neubauer.

4.2 PLAQUEAMENTO DIFERENCIAL

ApoOs a determinacdo da concentracdo de células viaveis, estas foram
divididas em placas de Petri de 60 mm, mantendo-se uma concentracdo de
aproximadamente 5 x 10° células viaveis por placa, em 3 mL de DMEM cultivo. As
células foram cultivadas em incubadora com 5% (v/v) de CO, em ar, temperatura de
37°C e umidade saturada, permanecendo por 16 a 17 horas. Apos esse tempo, em
teoria, a maioria das células sométicas do estroma testicular adere-se ao fundo da
placa enquanto a maioria das células da linhagem germinativa permanece em
suspensao. A esse fato denominamos de plaqueamento diferencial.

As células em suspenséao foram transferidas para um tubo de centrifuga de

50 mL e homogeneizadas para determinagcdo da concentracédo e viabilidade pelo
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método de exclusdo com azul de tripan. Dessa suspensao, aproximadamente 2 x
10° células viaveis, em 3 ml de DMEM cultivo, foram transferidas para uma placa de
Petri de 60 mm e cultivadas nas mesmas condi¢cfes do plagueamento diferencial,
por aproximadamente 48 horas. O restante das células em suspensao foi entdo

submetido ao protocolo de congelagéo.

4.3 CONGELACAO DAS CELULAS GERMINATIVAS TESTICULARES

O meio de congelagdo, DMEM congelagcdo (Anexo C), foi preparado
previamente ao plagueamento diferencial, pois necessita equilibrar-se a temperatura
de -20°C para estar pronto para o uso.

As células em suspenséo foram divididas em dois tubos de centrifuga de 15
mL e centrifugadas a 400 x g por 5 minutos. O sobrenadante foi removido e 0 DMEM
congelacédo adicionado para a ressuspender as células. A quantidade de meio de
congelacéo adicionada foi a necessaria para obter-se uma concentracdo de 2x10°
células/mL. Apos ressupender, rapidamente foi transferido 1 mL da suspenséo para
criotubos de 1,8 mL. Os criotubos foram acondicionados em container de
congelacéo de policarbonato (Mr. Frosty, Nalgene Labware®) e lavados a um freezer
-80°C por um periodo de aproximadamente 24 horas. ApGs esse tempo, o0s criotubos

foram transferidos para container de nitrogénio liquido (-196°C).

4.4 AVALIACAO DA VIABILIDADE POS-CULTIVO IN VITRO

As células que permaneceram em cultivo in vitro foram avaliadas apos 48
horas quanto a sua viabilidade. Para isso, 0 meio com as células em suspenséo foi
transferido para um tubo de centrifuga de 15 mL e uma amostra retirada para

coloracdo pelo método de exclusdo com azul de tripan.
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4.5 DESCONGELACAO E AVALIACAO DA VIABILIDADE POS-
DESCONGELACAO

ApOGs armazenagem em nitrogénio liquido, os criotubos foram rapidamente
transferidos para um banho-maria a 37°C e descongelados durante 30 segundos. O
meio DMEM cultivo aquecido a 37°C foi adicionado ao criotubo e pipetou-se para
completar o descongelamento. Em seguida, 0 meio com as células em suspensao
foi transferido para um tubo de centrifuga de 15 mL e centrifugado a 400 x g durante
5 minutos. Concluida a centrifugacao, as células foram ressuspendidas em DMEM
cultivo e a viabilidade pds-descongelamento avaliada pelo método de exclusdo por

azul de tripan.
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5.1 DISSOCIACAO DE CELULAS GERMINATIVAS TESTICULARES DE
FILHOTES MURINOS

Ao total, foram realizadas seis manipulacbes de dissociacdo de células

germinativas testiculares de filhotes de camundongos (Quadro 1). O niumero médio

de células testiculares viaveis obtidos apds a digestéo enzimatica foi de 3,55 x 10" +

3,2 x 10° e a viabilidade média foi de 79% + 1,1%. Todos os resultados sdo

expressos com o numero médio + SEM (do inglés standard error of the mean — erro

padrdao da média), tendo como “n"=6.

Quadro 1 — Resumo das manipulacdes realizadas para isolamento de células testiculares murinas

Manipulaco Data _N°de animgis Massa testicular Célulgs Viabilidade

(idade em dias) total (g) viaveis (%)
1 08/05/2012 20 (10,9 e 8) 0,1856 2,48E+07 79,0
2 22/05/2012 20 (10,9 e 8) 0,1853 4,04E+07 82,0
3 09/06/2012 20 (10,9 e 8) 0,1902 2,84E+07 82,0
4 23/06/2012 | 18 (11, 10,9 e 8) 0,2240 3,48E+07 75,0
5 29/07/2012 | 20(11,10e9) 0,2038 4,64E+07 78,0
6 30/08/2012 20 (10,9 e 8) 0,1774 3,80E+07 78,0

Apés a digestdo enzimatica observou-se uma populacdo de células de

tamanhos variados, que consistia tanto de células populacbes da linhagem

germinativa quanto de células do parénquima testicular (Figura 3).
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Figura 3 — Fotomicrografia representativa de células testiculares de filhotes de camundongos apos
digestdo enzimatica obtida por microscopia invertida de contraste diferencial de fase
(magnificacdo de 400 x)

Fonte: (WORST, R. A.; 2012).

5.2 PLAQUEAMENTO DIFERENCIAL

O cultivo por um periodo de 16 a 17 horas promoveu a aderéncia de poucas
células do parénquima testicular, resultando em uma grande quantidade de células
no sobrenadante (Figura 4). O niumero médio de células viaveis que permaneceram
no sobrenadante foi de 1,85 x 10’ + 1,7 x 10° e a viabilidade média foi de 68% +
3,92% (Quadro 2).
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Quadro 2 — Resultados obtidos apds o plaqueamento diferencial

Manipulacéo Data Células vidveis Viabilidade (%)
1 08/05/2012 1,17E+07 77,0
2 22/05/2012 2,31E+07 67,5
3 09/06/2012 1,60E+07 73,0
4 23/06/2012 1,75E+07 71,0
5 29/07/2012 2,15E+07 70,0
6 30/08/2012 2,13E+07 49,5

Figura 4 — Fotomicrografia representativa de células testiculares de filhotes de camundongos apds
plagueamento diferencial, obtida por microscopia invertida de contraste diferencial de fase
(magnificacdo de 200 x). Células da linhagem germinativa de diversos tamanhos (setas
azuis) e célula aderida do parénquima testicular (seta vermelha)

Fonte: (WORST, R. A.; 2012).
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5.3 DESCONGELACAO E AVALIACAO DA VIABILIDADE POS-
DESCONGELACAO

A quantidade de criotubos congelados variou conforme o numero de células
obtidas apds o plaqueamento diferencial (2 x 10° células por criotubo). Os criotubos
resultantes da congelacdo de cada manipulacéo ficaram armazenados em nitrogénio
liguido até a descongelagdo, que ocorreu em diferentes datas. A viabilidade média
das células apds o descongelacao foi de 42,5% + 2,36% (Quadro 3).

Quadro 3 — Porcentagem de células viaveis obtida apés a descongelacdo

Manipulacéo Data Numero de criotubos Viabilidade (%)
1 08/05/2012 4 49,0
2 22/05/2012 10 44,0
3 09/06/2012 6 48,0
4 23/06/2012 7 39,5
5 29/07/2012 9 41,0
6 30/08/2012 9 33,5

5.4 AVALIACAO DA VIABILIDADE POS-CULTIVO IN VITRO

As células que permaneceram por 48 horas em cultivo in vitro apdés o
plagueamento diferencial foram avaliadas quanto a viabilidade. A viabilidade média
das células foi de 53,75% + 3,45% (Quadro 4).

Quadro 4 — Viabilidade obtida apds 48 horas de cultivo in vitro

Manipulagéo Data Viabilidade (%)
1 08/05/2012 64,0
2 22/05/2012 47,5
3 09/06/2012 47,0
4 23/06/2012 51,0
5 29/07/2012 65,0
6 30/08/2012 48,0




CAPITULO I: DISCUSSAO 43

6 DISCUSSAO

O objetivo proposto para a primeira fase deste projeto foi de isolar células
espermatogoniais de filhotes murinos e criopreserva-las, sendo avaliados
pardmetros como numero de células isoladas e a viabilidade celular apos cada
etapa.

A linha de pesquisa relacionada ao isolamento e cultivo de células-tronco
espermatogoniais de murinos € recente na rotina do laboratério e, apesar de uma
vasta literatura, essas etapas devem ser padronizadas segundo as condicdes de
cada laboratorio. Para diminuir a variabilidade entre as manipulacdes, optou-se pela
escolha de uma linhagem de camundongos isogénicos (C57BI6), utilizando animais
de idade proximas e adotou-se sempre o mesmo protocolo para todas as etapas.
Apesar de todos os cuidados tomados, sempre foi observada uma variacéo entre as
manipulagdes.

Segundo Tegelenbosch e de Rooij (1993), o testiculo de camundongos
possui aproximadamente 35.000 espermatogdnias do tipo As. Por esse motivo, um
protocolo de digestdo que proporcione uma boa recuperacdo e uma boa viabilidade
é fundamental. A viabilidade celular média observada ap6s a digestéo foi de 79% +
1,10%. Este valor ficou muito aquém em relacdo a média obtida por Brinster e
Avarbock (1994), que foi geralmente maior que 95% pelo método de exclusdo com
azul de tripan, utilizando um protocolo semelhante para a digestdo. Esse fato pode
ter comprometido as etapas seguintes do projeto, o que nao foi comprovado pois
ndo houve uma caracterizacdo das populacbes de células dissociadas. Embora a
populacdo de células vidveis recuperadas ser composta de células germinativas e
parenquimais, o total de 3,55 x 10’ + 3,2 x 10° poderia conter uma populacdo de
células germinativas satisfatéria. Frente a esses resultados, € necessario uma
adequacao do protocolo de digestdo, como por exemplo, diminuicdo do tempo de
exposicdo das células a acdo enzimatica, o que poderia melhorar o porcentual de
células viadveis mas poderia compromoter o total de células obtidas.

Como descrito por Izadyar et al. (2002), apds o plagueamento diferencial a
maioria das células somaticas, entre elas células mioepiteliais e de Sertoli, aderem-

se ao fundo da placa e as células da linhagem germinativa permanecem em
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suspensao. Duas populacdes distintas de células foram observadas em microscopia
Optica ap6s o plaqueamento diferencial. No entanto, poucas células foram
observadas aderidas ao fundo da placa. Esse fato demonstra que o plagueamento
diferencial nédo foi eficaz para a purificacdo da populacdo de células
espermatogoniais murinas. Duas possibilidades podem ser sugeridas para essa
técnica de purificacdo nao ter obtido éxito. A primeira € que, durante o processo de
digestdo muitas células somaticas podem ter morrido e, consequentemente, a
guantidade destas aderidas ao fundo da placa seria reduzido, processo que pode ter
ocorrido também com as células germinativas. A segunda possibilidade pode estar
relacionada a fonte proteica utilizada, albumina sérica bovina (BSA, do inglés bovine
serum albumin). Este pode nao ter oferecido todos os substratos necesséarios para
gue as células somaticas pudessem se recuperar do processo de digestdo e se
aderir ao fundo da placa, dando continuidade as suas func¢des celulares. Esse fato
também pode ter influéncia nos resultados obtidos para a criopreservacao, pois
tratando-se de células diferentes, o protocolo de congelamento poderia ter sido
melhor para as células somaticas em detrimento das espermatogoniais.

A capacidade funcional de células espermatogoniais criopreservadas de
animais doadores em gerar uma espermatogénese desejavel e subsequente
fertilidade em um testiculo de animais receptores ja foi comprovada (AVARBOCK;
BRINSTER; BRINSTER, 1996; XIANG WANG et al., 2008). Os resultados descritos
na literatura cientifica, utilizando protocolos de congelacdo e descongelacdo e em
condi¢cdes semelhantes as utilizadas nesse projeto ainda estdo abaixo do desejavel.
Em dois estudos, Frederickx et al. (2004) e Alipoor et al. (2009) testaram diversos
protocolos de criopreservacdo em condicdes semelhantes de congelacdo (50% de
FCS) e obtiveram uma viabilidade média de 36% e de 39,6%, respectivamente. O
protocolo de congelacdo executado no presente estudo apresentou resultado
semelhante, pois foi obtida uma viabilidade média apds a descongelacao de 42,5% +
2,36%. Essa viabilidade ainda poderia ter sido maior se as condi¢des de cultivo in
vitro fossem melhores ou até mesmo se a concentracdo de FCS utilizada fosse
maior, como demonstrado no estudo de Alipoor et al. (2009).

Usualmente, os protocolos utilizados para manter células-tronco
espermatogoniais por longos periodos de cultivo in vitro fazem uso de co-cultivo
destas células com células de sustentacdo, como ceélulas STO (NAGANO et al.,
1998), de associacbes de fatores de crescimento (KANATSU-SHINOHARA et al.,
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2003) ou até mesmo de ambos (KUBOTA; AVARBOCK; BRINSTER, 2004b). Para o
presente estudo, ndo estava previsto o cultivo in vitro de células espermatogoniais
por longos periodos. No entanto, apos o plagueamento diferencial de cada
manipulacdo, uma parte das células em suspensao foi mantida em cultivo in vitro por
um periodo de mais 48 horas, sem o0 uso de qualquer célula de suporte ou de fatores
de crescimento. A viabilidade celular média apds esse periodo foi de 53,75% +
3,45%. Durante esse periodo, além de um namero de células viaveis baixo, ndo se
notou um aumento no namero total de células (dados néo apresentados). Esse fato
demonstra que as células em cultivo além de ndo estarem se multiplicando estavam
morrendo. Um estudo da expressao de marcadores nao foi realizado, portanto, ndo
€ possivel afirmar se as células sobreviventes eram de fato células-tronco
espermatogoniais.

Como conclusdes referentes a esta primeira fase pode-se afirmar que foi
possivel realizar a dissociacdo de células germinativas testiculares murinas e cultiva-
las in vitro, mas sdo necessarias adequacfes do protocolo de digestdo para
incrementar a viabilidade das células. Esse fato pode ter comprometido o
plagueamento diferencial, o qual ndo apresentou o resultado esperado. E finalmente,
o protocolo de congelacdo mostrou resultado semelhante ao descrito pela literatura.
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CAPITULO 2: Separacdo celular ativada por fluorescéncia de

células germinativas testiculares de filhotes murinos

7 MATERIAIS E METODOS

7.1 INCUBACAO DAS CELULAS GERMINATIVAS TESTICULARES COM
ANTICORPO ANTI-ALFA-6 INTEGRINA

As células germinativas testiculares que estavam criopreservadas foram
descongeladas conforme descrito no item 4.5. As células foram centrifugadas a 400
X g durante 5 minutos. O sobrenadante resultante foi removido e adicionou-se PBS
sem Ca?* e Mg®" acrescido de 1% (m/v) de BSA. A quantidade de PBS+BSA
acrescentada correspondia a 995 pL para cada 10° células. A suspensdo de células
foi acrescentado 5 pL do anticorpo anti-alfa-6 integrina (Alexa Fluor® 488 anti-
human/mouse CD49f antibody, Biolegend, San Diego, CA, EUA), correspondendo a
uma titulacdo de 1:200. As células foram entdo levadas a incubadora com 5% (v/v)
de CO, em ar, temperatura de 37°C e umidade saturada, por 30 minutos. Como
controle negativo, foi preparado um tubo contendo 1 x 10° células viaveis incubadas
apenas com 995 uL de PBS+BSA. Transcorrido esse tempo, as células foram
centrifugadas a 400 x g durante 5 minutos. ApoOs, o0 sobrenadante foi
cuidadosamente removido e as células foram ressuspendidas em 2 mL de PBS e
centrifugadas novamente. Essa etapa foi realizada por duas vezes. Ao término da
segunda centrifugacdo, as células foram ressuspendidas em 1 mL de PBS+BSA e
filtradas utilizando uma malha de 0,70 micrémetros em um tubo de poliestireno de 5
mL. ApoOs, os tubos contendo as células filtradas foram acondicionados em uma
caixa isotérmica, protegidas da luz, e encaminhadas para a separacdo celular

ativada por fluorescéncia.
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7.2 SEPARACAO CELULAR ATIVADA POR FLUORESCENCIA (FACS)

A separacdo celular ativada por fluorescéncia (FACS) ou “sorting” foi
realizada no Instituto de Quimica no laboratério da Dra. Mari Sogayar. O aparelho
utilizado foi o BD FACSAria™-II Sorter (BD Biosciences, San Jose, Califérnia, EUA).

“

Trés graficos distintos foram gerados. O primeiro grafico com o eixo ‘y
correspondendo a complexidade das células (side scatter-SSC-A) e o eixo “X” ao
tamanho das células (forward scatter-FSC-A). Neste grafico, os pontos com alta
complexidade e tamanho foram consideradas células duplas (doblets) e os pontos
com baixa complexidade e tamanho foram considerados células degeneradas ou
detritos. Sendo assim, assumiram-se como células germinativas testiculares aquelas
que formavam uma populacdo homogenia de média complexidade e tamanho. O
segundo grafico com o eixo “y” correspondendo ao numero total de células (count) e
o eixo “x” a intensidade de marcagdo com alfa-6 integrina (FITC-A), correspondente
a fluorescéncia com o mesmo comprimento da onda do Alexa Fluor 488. O terceiro

“ "

grafico com o eixo “y” correspondendo a complexidade das células (side scatter-
SSC-A) e o eixo “X” a intensidade de marcagao com alfa-6 integrina (FITC-A). No
primeiro grafico foi selecionada dentre todos os eventos a populacdo de células
correspondente as células espermatogoniais, denominado P1. No segundo grafico
foi delimitado o ponto a partir do qual seriam selecionadas somente as células com
marcacao para alfa-6 integrina, denominado P2. No ultimo gréfico delimitaram-se
duas populacdes de células, as que apresentavam marcacdo para alfa-6 integrina,
denominado P3, e as que ndo apresentavam marcacao, denominado P4. Para o
“sorting” as células espermatogoniais foram separadas em trés grupos: um grupo de
células que nao foram incubadas com o anticorpo anti-alfa-6 integrina e que se
constituiam tanto das células presentes em P3 quanto em P4 (NAO INC); um grupo
de células presentes somente em P3 (ALFA-6 +); e um grupo de células presentes
somente em P4 (ALFA-6 -). Para analise foram avaliados 10.000 eventos referentes
a todas as deteccdes. A porcentagem de células que correspondentes ao P3 e P4

foram calculadas, sendo o valor de 100% para todos os eventos.
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Enquanto as células eram separadas ficavam em um tubo de centrifuga de
15 mL contendo PBS+BSA. Terminado o “sorting” os tubos foram acondicionados
em uma caixa isotérmica, protegidas da luz, e encaminhadas para o laboratério. No
laboratorio, as células separadas foram avaliadas quanto a concentracdo e

viabilidade pelo método de exclusao pelo azul de tripan.

7.3 PERFIL DE EXPRESSAO GENICA DOS MARCADORES ITGa®,
GFRa1, OCT-4 E THY-1 EM CELULAS ESPERMATOGONIAIS APOS
FACS

A verificacdo da expressdo de marcadores de células-tronco
espermatogoniais foi realizada para os genes ITGa6, GFRa1, Oct-4 e Thy-1. No total
aproximadamente 20.000 células viaveis foram processadas para avaliagdo por RT-
PCR quantitativo. Para isso, as células foram transferidas para um criotubo de 1,8
mL e centrifugadas 2000 x g por 5 minutos. O sobrenadante foi cuidadosamente
removido e o sedimento ressuspendido em PBS. Uma nova centrifugacdo como a
anterior foi efetuada. O sobrenadante foi removido, procurando-se retirar 0 maximo
possivel de PBS. Ao final, o criotubo foi transferido diretamente ao nitrogénio liquido
(-196°C).

O RNA total das amostras congeladas foi extraido com RNeasy Protect Mini
Kit (Qiagen, Valencia, Califérnia, EUA), seguindo as instru¢des do fabricante. O RNA
total foi eluido da coluna com volume de 50 pL de RNase-free water. A concentracédo
de RNA total foi verificada por espectrofotometria (Nanodrop ND-1000, Nanodrop
Technologies Inc.,Wilmington, Delaware, EUA). O RNA extraido foi utilizado para a
sintese do cDNA com Superscript® VILO™ cDNA synthesis kit (Invitrogen, Carlsbad,
Califérnia, EUA), seguindo as instru¢des do fabricante. Como a quantidade de RNA
obtido foi muito menor do que a necessaria para a reacao de sintese de cDNA, o
mesmo volume de RNA de cada amostra foi utilizado para essa reacao, sendo este
de 14 pL. A concentracdo de cDNA total também foi verificada por
espectrofotometria. A mesma quantidade de cDNA foi usada em cada reacdo de

PCR quantitativo.
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As andlises de RT-PCR quantitativo foram realizadas no sistema de
deteccdo Realplex Mastercycler (Eppendorf®), utilizando o SYBR GreenER™ qPCR
Supermix Universal (Invitrogen, Carlsbad, California, EUA), com 10 uL de volume
por reacdo. Como controles enddgenos foram utilizados os genes gliceraldeido 3-
fosfato desidrogenase (GAPDH) e beta actina (ACTB). Os primers foram
desenhados com auxilio do software Primer3 (Quadro 5) e Netprimer. Para todas as
amplificacfes, foi utilizado um programa de 3 passos: 95°C/ 15s, 58°C/15s e
68°C/ 20 s por 40 ciclos, seguido da curva de dissociacdo. Como controle negativo
da reacéo utilizou-se a mesma reacao sem a adicao da amostra de cDNA.

A andlise estatistica dos dados foi feita pelo método Pfaffl (Michael W. Pfaffl,
Technical University Munich) utilizando o software REST 2009 (QIAGEN) no qual
eficiéncias de amplificacdo dos primers determinadas experimentalmente séo
utilizadas para verificar a expressao dos genes alvos (ITGa6, GFRal, Oct-4 e Thy-1)
em relacdo aos genes enddégenos (GAPDH e ACTB). Na andlise estatistica foi

comparada a express&o génica dos grupos “NAO INC” e “ALFA-6 +”.

Quadro 5 — Sequéncias de oligonucleotideos utilizadas dos genes alvo ITGa6, GFRa1, Oct-4, Thy-1 e
dos genes constitutivos (controle endégeno) ACTB e GAPDH

Genes Primers Concentragédo (nM)
F: 5" GTCCACCTTCCAGCAGATGT 3 200
ACTB R: 5" GTCACCTTCACCGTTCCAGT 3 400
F: 5 AACTTTGGCATTGTGGAAGG 3 200
GAPDH R: 5" ACACATTGGGGGTAGGAACA 3 200
F: 5" GGACACCCGCGAGGACAACG ¥ 200
ITGat R: 5 TGCCCCCACAAGCAACAGCC ¥ 200
F: 5" GTGGACAGGCAGGATGAAAT 3 200
GFRaf R: 5" CTGGCAGGACTCAACTGTGA 3 200
F: 5" GACCGCCCCAATGCCGTGAA 3 400
Oct-4 R: 5" GGGCTTTCATGTCCTGGGACTCCT 3 400
Thy-1 F: 5 CCAATGAGGATGAGGGCTTA 3 800
R: 5 GCAGGCTCGTGTTTTAGAGG 3’ 800
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8 RESULTADOS

8.1 SEPARACAO CELULAR ATIVADA POR FLUORESCENCIA

Uma rotina de citometria de fluxo para anélise da concentracdo do anticorpo
a ser utilizada foi realizada utilizando células da manipulagdo 1 (08/05/2012). Ao
total foram realizadas trés rotinas de FACS utilizando células das seguintes
manipulagdes: “sorting 1” (manipulagédo 2 — 22/05/2012); “sorting 2” (manipulag¢des 3
e 4 — 09/06/2012 e 23/06/2012, respectivamente); e “sorting 3” (manipulacdes 5 e 6
— 29/07/2012 e 30/08/2012, respectivamente). O grafico que representa as
populacdes de células que expressavam ou nado alfa-6 integrina estd demonstrado
na figura 5. Os valores referentes a porcentagem total da populacdo de células que
expressaram e a populacédo de células que ndo expressaram alfa-6 integrina estédo

demonstrados no quadro 6.

Quadro 6 — Porcentagem total da populacéo de células positivas e negativas para expresséo de alfa-
6 integrina em diferentes rotinas de FACS (considerando 10.000 eventos)

) Expressa alfa-6 N&o expressa alfa-
“Sorting” (data) Manipula¢des (datas) _ ) _ )
integrina (%) 6 integrina (%)
1 (27/07/2012) 2 (22/05/2012) 7.4 52,8
2 (11/09/2012) 3 e 4 (09/06/2012 e 23/06/2012) 17,0 3,3
3(18/09/2012) 5 e 6 (29/07/2012 e 30/08/2012) 17,8 18,3
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Figura 5 — Expressao de alfa-6 integrina em células germinativas testiculares murinas avaliadas por
FACS. Eixo “y”: complexidade celular (side scatter-SSC-A). Eixo “x”: intensidade de
marcacao com alfa-6 integrina (FITC-A). Em (A) controle negativo para a reacdo e em (C)
amostra incubada com anticorpo anti-alfa-6 integrina. Em (B) e (D) histograma
representando o controle negativo e a amostra incubada com anticorpo, respectivamente.
P4 representa a populacdo de células negativas e P3 representa a populacdo de células
positivas para alfa-6 integrina, que também corresponde ao P2

A 18/9/201 2-nao incubado B 18/9/2012-nao incubado
- a a
et s
< 1=
O 3 P2
3 Sg
5 o
- |||||IT| ||||I'ITI'| |||||IT|_|' TITITII]_F
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FITC-A FITC-A
C .:|_1 8/8/2012-Rotina31/08/201 D 18195201 2-Rotina31/08/2(
e :
<83 1=
[ =
e :
&3 &
w07 w0t 10 TUR T R/ R
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Fonte: (WORST, R. A.; 2012).

8.2 PERFIL DE EXPRESSAO GENICA DOS MARCADORES ITGoS6,
GFRo1, OCT-4 E THY-1 EM CELULAS GERMINATIVAS
TESTICULARES APOS FACS

Para verificar a eficiéncia do “sorting” na purificacdo das células
espermatogoniais foram comparadas as expressdes dos genes ITGa6, GFRa1, Oct-
4 e Thy-1 dos grupos “ALFA-6 +” e “NAO INC” ap0s a separacéo celular ativada por

fluorescéncia. Foi detectada a expressdo dos genes estudados em todas as
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amostras. Nao foi observada diferenga na expressao dos quatro marcadores (ITGo6:
p=0,461, GFRa1: p=0,655, Oct-4: p=0,887 e Thy-1: p=0,597; Tabela 1) entre o grupo
“ALFA-6 +” e o grupo “NAO INC”. N&o foi detectada nenhuma expresséo dos quatro
marcadores na amostra do grupo “ALFA-6 -” do “sorting 2”. Possivelmente esta foi
comprometida pelo contato com o nitrogénio liquido durante a armazenagem e,
portanto, esse grupo nao pdde entrar para a analise estatistica. A figura 6 ilustra o

perfil de expressao destes quatro marcadores.

Tabela 1 — Expresséo relativa de ITGa6, GFRal, Oct-4 e Thy-1 em células germinativas testiculares
murinas apoés separacédo celular ativada por fluorescéncia - FACS - Sao Paulo - 2012

Expresséo 0
Gene Tipo ALFA-6 +/NAO  99% Intervalo de p
INC Confianca

GAPDH Controle End6geno 0,762

ACTB Controle Enddgeno 1,311

ITGa6 Alvo 9,686 0,119 - 2.066,240 0,461
GFRal Alvo 1,481 0,351-5,341 0,655
Thy-1 Alvo 1,821 0,257 - 18,156 0,597

Oct-4 Alvo 0,821 0,182 - 3,085 0,887
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Figura 6 — Expresséo relativa dos genes ITGa6, Thy-1, GFRa1 e Oct-4 em células germinativas
testiculares de filhotes de camundongos avaliada por RT-PCR quantitativo
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Fonte: (WORST, R. A.; 2012).
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9 DISCUSSAO

Na segunda etapa deste projeto o0 objetivo proposto inicialmente previa a
separacédo celular ativada por fluorescéncia das células espermatogoniais com alta
expressdo de alfa-6 integrina e células espermatogoniais com baixa expressao de
alfa-6 integrina. No entanto, apds uma primeira analise constatou-se que o0 numero
de células obtidas apds o “sorting” para ambas as populagdes seria insuficiente para
dar continuidade ao projeto, que previa a transformacdo e transplante dessas
células. Sendo assim, dois grupos de células foram formados: células que
expressavam e células que ndo expressavam alfa-6 integrina, e uma analise de
expressao génica de alguns marcadores de SSCs foi realizada. A sele¢éo de células
espermatogoniais por FACS ou MACS por meio de marcadores de superficie
(ITGa6, GRFa1 e Thy) levam a uma colonizacdo mais eficiente de testiculos
depletados de espermatogbnias (SHINOHARA; AVARBOCK; BRINSTER, 1999;
BUAGEAW et al., 2005; KUBOTA; AVARBOCK; BRINSTER, 2004b). Além disso, a
expressao de fatores de transcricdo como Oct-4 sdo expressos em populagbes
purificadas pelos marcadores supracitados (OHBO et al., 2003). Desta maneira a
hipétese “SSCs que apresentam maior expressao de alfa-6 integrina sdo mais
eficientes para modificacbes genéticas e colonizacdo de tubulos seminiferos”
poderia ser defendida parcialmente.

Shinohara, Avarbock e Brinster (1999) relataram pela primeira vez que a
selecdo de células espermatogoniais que expressavam alfa-6 integrina e beta-1
integrina produziam populagfes de células com uma maior habilidade de colonizar
tubulos seminiferos de animais receptores. No presente estudo foi realizada a
selecdo de células positivas apenas para a alfa-6 integrina por separacdo FACS,
diferentemente do trabalho realizado por Shinohara, Avarbock e Brinster (1999), no
qual foram utilizadas “beads” magnéticas (MACS, do inglés magnetic-activated cell
sorting).

Devido as perdas que poderiam ocorrer durante o isolamento, cultivo in vitro,
congelacao e pelo proprio “sorting” era esperado ao final um numero reduzido de
células para o transplante. Prevendo essas perdas, 118 testiculos de camundongos

foram utilizados nesse projeto, pois como citado no capitulo anterior, o0 nimero de
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espermatogobnias do tipo As no testiculo de camundongos é de aproximadamente
35.000 (TEGELENBOSCH; DE ROOIJ, 1993). No entanto, a viabilidade em diversas
etapas até a realizacdo da FACS ficou aquém do que esperadvamos e a quantidade
de células obtidas foi utilizada somente para estudar o perfil de expressao génica.

Os marcadores génicos utilizados nesse estudo (GFRa1, ITGa6, OCT4 e
Thyl) sdo bem descritos na literatura cientifica por serem expressos em células-
tronco, bem como em células espermatogoniais (SHINOHARA; AVARBOCK;
BRINSTER, 1999; PESCE; SCHOLER, 2000; KUBOTA et al., 2003; BUAGEAW et
al., 2005). O estudo de expressdo génica no grupo “ALFA-6 +” e no grupo “NAO
INC” ndo apresentou diferenca estatistica entre os genes estudados (Tabela 1).
Embora tenha se observado uma maior expressao do gene ITGa6 no grupo “ALFA-6
+” (dados néo apresentados) a andlise estatistica ndo comprovou essa diferenca.

Portanto, pode-se sugerir que os dois grupos avaliados eram compostos de
células espermatogoniais em diferentes estagios de desenvolvimento, pois a
transcricdo dos genes marcadores foi detectada em ambos. Nakagawa et al. (2010)
constataram varias evidéncias que sugerem uma maior plasticidade de células
espermatogoniais, ou seja, que células jA& comprometidas com a diferenciacdo
podem mudar seu padrdo de expressao génica e retornar até um estagio anterior de
seu desenvolvimento ou até mesmo ao estagio de espermatogbnia As. Esse fato
colabora com a hipétese de que mesmo as células do grupo que néo foi selecionado
pela expressao da alfa-6 integrina também poderiam expressar outros marcadores
de células espermatogoniais.

Concluindo, podemos afirmar que marcador molecular alfa-6 integrina serve
de referéncia para separar populacdes de células testiculares por FACS, pois foi
detectada a expressao génica avaliada por RT-PCR quantitativo de ITGa6, GFRal,
Oct-4 e Thy-1 em células germinativas testiculares de filhotes murinos. No entanto,
ndo houve diferenca estatistica de genes marcadores de células-tronco
espermatogoniais entre as populacées de células com e sem marcacgéo para alfa-6

integrina.
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CAPITULO 3: Padronizacdo das técnicas de transformacdo e

transplante de células testiculares de filhotes murinos

Como mencionado no capitulo anterior, o projeto inicial previa que apos o
“sorting” das células espermatogoniais estas seriam transformadas com o vetor
lentiviral e apos, transplantadas para testiculos de camundongos adultos. Como o
namero de células viaveis obtidas apés a FACS foi insuficiente ndo foi possivel a
realizacdo das ultimas etapas. No entanto, para a padronizacdo da transformacéo e
do transplante foram realizados testes. Devido a limitacdes de animais, de células
espermatogoniais e dos vetores lentivirais 0 niumero de repeticbes para estes testes

foi insuficiente para a realizacdo de uma analise estatistica.

10 MATERIAIS E METODOS

Para a transformacao das células espermatogoniais foi utilizado o vetor LV-
LacZ (Addgene). Este € um vetor lentiviral que contém a sequéncia bacteriana LacZ
que codifica a proteina beta-galactosidase. A beta-galactosidase cliva o corante X-
gal (5-bromo-4-chloro-3-indolyl-B-galactopyranoside) resultando em um produto
insoltvel azul. Assim, células transduzidas com este vetor, submetidas a reacdo com
X-gal, tornam-se azuis. A producéo do vetor lentiviral foi realizada pela equipe do
Prof. Dr. Bryan E. Strauss (Setor de Vetores Virais, Laboratério de Genética e
Cardiologia Molecular, Instituto do Coracao, Incor, FM-USP).

Uma analise foi efetuada para verificar se a transformacéo ocorria nas
células testiculares murinas. Para isso, células testiculares criopreservadas foram
descongeladas, como descrito no item 4.1.5, e 10° células foram incubadas com
7,5x10° particulas virais, MOI (multiplicity of infection — multiplicidade de infeccdo) de
7,5 em 100 yL de DMEM cultivo contendo 4 pg/mL de polibreno (Hexadimethrin
Bromid, Sigma, Cat: 10.768-9), por 3 horas a 37°C, alta umidade e 5% de CO,. ApGs
as ceélulas foram cultivas em DMEM cultivo em uma placa de Petri de 35 mm sob as

mesmas condi¢des por 24 horas. Apos esse periodo, as células foram submetidas a
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trés lavagens em PBS e fixadas em solucdo de glutaraldeido 0,2% (v/v),
paraformaldeido 2% (m/v) e 0,1M fosfato de s6dio monobasico (pH=7,3) a 4°C por 5
min. Apds duas lavagens em PBS, as células foram incubadas com o corante X-gal
(Anexo D) por 16 h a 37°C. Para a avaliacao, as células foram fixadas entre lamina e
laminula e examinadas em microscopio Optico de campo claro (Olympus®) para a
visualizacdo das células positivas (coradas em azul) para expresséo do gene LacZ.
Na padronizacdo da técnica de transplante de células espermatogoniais
foram efetuados testes em camundongos da linhagem C57BI6, com idade entre 4 e
6 meses. Os animais foram anestesiados com tribromoetanol (Sigma, Cat: T-48402)
na dose de 240 mg/kg de peso vivo e apds comprovacdo de plano anestésico
efetuou-se a técnica. A técnica de transplante, reportada por Ogawa et al. (1997),
consiste basicamente na localizacdo dos ductos eferentes e infusdo de 15 a 20 pL
de uma solucdo contendo o corante azul de tripan via ductos eferentes,
preenchendo assim, a rete testis e em seguida os tubulos seminiferos. A agulha
utilizada para injecdo da solucao consistiu de um capilar de borosilicato de 7,5 cm de
comprimento, com diametro interno de 0,75 mm e externo de 1 mm. O capilar era
estirado e seccionado ao meio formando duas agulhas de 3,5 a 4 cm, extremidades
afiladas nas pontas, tendo um didmetro aproximado de 40 um. O sucesso da técnica
foi verificado estimando a porcentagem de preenchimento do corante nos tubulos
seminiferos. Apés o procedimento, para a maioria dos animais foi efetuada a
eutanasia por deslocamento cervical. Alguns animais tiveram a cavidade abdominal
suturada e aguardou-se a recuperacdo dos animais. Estes animais, apos
aproximadamente uma semana, foram submetidos a eutanasia para avaliar se

ocorreu alguma resposta inflamatdria ou aderéncia testicular.
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11 RESULTADOS

Apés a transformacdo das células espermatogoniais murinas com o vetor
lentiviral, realizacdo do ensaio X-gal e avaliagdo em microscopia éptica observou-se

células LacZ+ como demonstrado na figura 7.

Figura 7 — Fotomicrografia representativa de células espermatogoniais apés transformagao com vetor
lentiviral LV-LacZ e coloracdo com corante X-gal. Em (A) e (C) células espermatogoniais
murinas expressando beta-galactosidase (coradas em azul). Em (B) controle negativo e
(C) célula espermatogonial murina que ndo expressa beta-galactosidase (ndo corada em
azul). Magnificacdo de 400 x

A s B

Fonte: (WORST, R. A.; 2012).
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A técnica de injecdo testicular através dos ductos eferentes mostrou-se
eficiente para o transplante de células espermatogoniais de camundongos. A
eficiéncia de preenchimento dos tubulos seminiferos nas injec6es variou de 50 a

90% e a técnica também ndo promoveu resposta inflamatoria (Figura 8).

Figura 8 — Fotografia de testiculos murinos apés injecdo do corante azul de tripan. Em (A) observa-se
acima o testiculo, abaixo o epididimo e os ductos eferentes isolados. Em (B), apés a
injecdo com azul de tripan, aproximadamente 70% dos tubulos seminiferos preenchidos.
Em (C) camundongo apés injecdo nos dois testiculos. Em (D), apés uma semana,
observa-se que o corante preencheu a cabeca do epididimo e a auséncia de aderéncias

Fonte: (WORST, R. A.; 2012).
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12 DISCUSSAO

Atualmente os vetores lentivirais sdo muito usados na transgenia e
apresentam 6timos resultados (NAGANO et al., 2002; BANG-JIM KIM et al., 2012).
Para esse projeto inicialmente previa-se a utilizacdo de lipossomos como
carreadores do gene interesse. Poucos sdo os estudos utilizando lipossomos para a
TMGT, sendo que foi relatado o uso de lipossomos para transformacdo de células
espermatogoniais in vivo (YONEZAWA et al., 2001; XIANG-YANG MIAO; XIN
ZHANG, 2011). Devido a escassa literatura relacionada ao uso de lipossomos e a
chance de sucesso ser baixa, optou-se pela utilizacdo de vetores lentivirais.

Apesar de ter sido realizado apenas um teste do vetor lentiviral o sucesso foi
comprovado com o ensaio de X-gal. A morfologia das células observadas por
microscopia oOptica indica que as células apresentavam sua membrana celular
irregular, mas o fato de células coradas em azul terem sido encontradas somente no
grupo de células incubadas com o vetor revela que ocorreu a transformacao das
células testiculares.

Existem diversas técnicas para o transplante de células espermatogoniais
(OGAWA et al., 1997), mas o transplante através dos ductos eferentes € a mais
considerada por apresentar 6timos resultados e ser menos invasiva. A realizagdo
desta técnica requer muita destreza do manipulador, pois os ductos eferentes devem
ser rapidamente isolados do tecido adjacente e posicionados para a introducao da
agulha. Nesse momento também se deve ter cuidado para evitar a ruptura dos
ductos, pois sao estruturas muito frageis. A utilizacdo do material adequado, pincas
de ponta fina e sistema de injecdo que consiste de tubos conectados a uma seringa,
também é importante para o sucesso do técnica.

Apods o dominio da técnica em animais adultos tentou-se injetar em animais
mais jovens tratados com o quimioterapico busulfan (Sigma, Cat: B-2635), porém
nao se obteve sucesso (dados ndo apresentados). Esses animais, com idade entre 8
e 10 semanas, haviam sido tratados com busulfan 4 semanas antes do transplante.
O testiculo desses camundongos apresentava-se tdo reduzido que o diametro da

ponta do capilar era maior do que o didmetro dos ductos eferentes. Capilares com
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um diametro reduzido foram testados, porém quando ndo ocorria a ruptura da ponta,
a solucdo contendo azul de tripan acabava obstruindo o mesmo. Para futuros
projetos que forem fazer uso da técnica de transplante através dos ductos eferentes
deve ser confeccionados capilares de extremidades mais finas e se utilizar de
substancias que diminuam a formacdo de grumos pelas células, como por exemplo
o EDTA.

Portanto, apdés a realizacdo destas padronizacbes pode-se concluir que
células testiculares de filhotes murinos foram transduzidas com o vetor lentiviral LV-
LacZ e que a técnica de transplante de células testiculares através do ducto eferente

teve sucesso em camundongos adultos.
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13 CONCLUSOES

Ao término deste projeto de pesquisa pode-se concluir em relagdo a primeira
fase que foi possivel realizar a dissociacdo e cultivar in vitro células germinativas
testiculares murinas, mas que sao necessarias adequacdes do protocolo de digestédo
para incrementar a viabilidade das mesmas. Esse fato pode ter comprometido o
plagueamento diferencial, o qual ndo apresentou o resultado esperado. E finalmente,
0 protocolo de congelagcdo mostrou resultado semelhante ao citado pela literatura
cientifica.

No capitulo 2, referente a segunda fase, podemos afirmar que marcador
molecular alfa-6 integrina serve de referéncia para separar populagbes de células
germinativas testiculares por FACS, pois foi detectada a expressédo génica avaliada
por RT-PCR quantitativo de ITGa6, GFRal, Oct-4 e Thy-1. No entanto, ndo houve
diferenca estatistica de genes marcadores de células-tronco espermatogoniais entre
as populacdes de células com e sem marcacgao para alfa-6 integrina.

A baixa viabilidade celular obtida nas fases anteriores inviabilizou as etapas
de transformacdo e transplante, mas essas técnicas foram padronizadas e
demonstrou-se que células testiculares de filhotes murinos foram transduzidas com
o vetor lentiviral LV-LacZ. E por fim, a técnica de transplante de células testiculares

através do ducto eferente teve sucesso em camundongos adultos.
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ANEXOS

ANEXO A — DMEM digestao

vV vV VvV VYV VY VY VY V¥V V V V

DMEM (GIBCO; cat: 11965-092)

14 mM NaHCO; (Sigma;, cat: S5761)

4 mM L-glutamina (Sigma; cat: G8540)

15 mM de Hepes (Sigma; cat: H6147)

1% (v/v) solucéo de amino&cidos ndo-essenciais (Sigma; cat: M7145)
100 Ul/ mL de penicilina (Sigma; cat: P3032)

100 pg/ mL de estreptomicina (Sigma; cat: S6501)

40 pug/ mL de gentamicina (Sigma; cat: G1264)

1 mg/ mL de hialuronidase tipo I-S (Sigma; cat: H3506)

1 mg/ mL de colagenase IV (Sigma; cat: C5138)

1 mg/ mL de tripsina (Gibco; cat: 27250-018)
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ANEXOS

ANEXO B — DMEM cultivo

DMEM (Invitrogen; cat: 11965-092)

1,1163mg/ mL NaHCOg3; (Sigma; cat: S5761)

0,5846 mg/ mL L-glutamina (Sigma; cat: G8540)

1% (v/v) solucdo de aminoacidos nao-essenciais (Sigma; cat: M7145)
100 Ul/ mL de penicilina (Sigma; cat: P3032)

40 pug/ mL de gentamicina (Sigma; cat: G1264)

vV Vv V YV V¥V VY V

60 mg/ mL BSA (Sigma, cat: 232-936-2)
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ANEXOS

ANEXO C - DMEM congelacéao

DMEM (Invitrogen; Cat 11965-092)
1,1163mg/ mL NaHCOs3; (Sigma; cat: S5761)

0,5846 mg/ mL L-glutamina (Sigma; cat: G8540)

1% (v/v) solucdo de aminoacidos ndo-essenciais (Sigma; cat: M7145)
100 Ul/ mL de penicilina (Sigma; cat: P3032)

40 pg/ mL de gentamicina (Sigma; cat: G1264)

40% (v/v) de FCS (Gibco; cat: 12657-029)

vV V V¥V V¥V VYV VY VY V

3 mol/ mL de DMSO (Sigma; cat: D5879)
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ANEXOS

ANEXO D - Ensaio de X-gal

0,1 mM NaPOq (Invitrogen; cat: 11965-092)
3 mM K3 (Sigma,; cat: P8131)
3 mM K4 (Sigma,; cat: P3289)

1 mg/ mL X-gal (Boehringer Mannheim; cat: 745-740)

YV V V VY V¥V

1,2 mM MgClI; (Sigma; cat: M8266)
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