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RESUMO

SOUZA, A. F. de. Epigenética da reprogramacio em células germinativas embrionarias
caninas [Epigenetic reprogramming in canine embryonic germ cells]. 2016. N°128. Tese
(Doutorado em Ciéncias) — Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade de
Sao Paulo, Sao Paulo, 2016.

As células germinativas primordiais (CGPs) sdo as precursoras dos gametas, capazes de
gerar um novo individuo os quais transmitirdo os materiais genéticos para as futuras geragoes.
Normalmente, a linha germinal de mamifero ¢ determinada por fatores genéticos e epigenéticos
que possuem fungdes essenciais para guiar na dire¢do e desenvolvimento das CGPs, bem como
das células germinativas embriondrias (CGEs). A reprogramacao epigenética ¢ fundamental
para a regulacdo do genoma durante o desenvolvimento das células germinativas responsaveis
por originar a linhagem gametogénica nos mamiferos. A metilacdo e desmetilagdo em CGPs
sdo um evento Unico, essencial para apagar a memoria epigenética e também prevenir
transmissoes de epimutacdes para a proxima geracao. Assim, o completo entendimento das vias
e mecanismos para a migrac¢ao inicial e diferenciacdo destas células em CGEs podem ser
importantes para identificar e corrigir falhas possiveis nesses processos, o que sera importante,
no futuro, para o desenvolvimento e desempenho reprodutivo. A maioria dos estudos com CGPs
e CGEs ¢ realizado em camundongos, porém nem sempre esta espécie torna-se o melhor
modelo de estudo quando se quer transpor esses conhecimentos a humanos. O cao doméstico
(Canis lupus familiaris) apresenta-se como um modelo ideal para o estudo do desenvolvimento
em mamiferos, pois possui inimeras similaridades com a bioquimica, fisiologia e genética.
Deste modo, torna-se interessante expandir os estudos sobre as CGPs e CGEs na espécie canina,
a fim de mostrar a importancia de diferentes modelos que se assemelham a seres humanos.
Portanto, objetiva-se, nesta proposta, identificar qual é a dindmica de marcadores pluripotentes,
germinativos e epigenéticos que sdo importantes para o desenvolvimento das CGPs e CGEs
caninas. Para tal procedimento, essa pesquisa foi dividida em duas fases: a primeira, consiste
no processo in vivo, desde o desenvolvimento inicial do embrido até a completa formacao da
crista gonadal. Andlises de RTq-PCR e imunofluorescéncia para marcadores pluripotentes
POUSF1 (OCT4) e NANOG, germinativos DDX4 (VASA), DAZL e DPPA3 (STELLA) e
epigenéticos SmC, ShmC, H3K27me3 e H3K9me?2 foram realizados para criar um perfil de
genes que sdao importantes para o desenvolvimento das CGPs caninas. Prosseguiu-se para a
segunda fase in vitro, que incide na derivagdo e caracterizacdo das CGEs caninas. Ensaios de

Fosfatase Alcalina, imunofluorescéncia para os marcadores: pluripotente POUSF1 (OCT4),



germinativos DDX4 (VASA), DAZL e DPPA3 (STELLA), mesodérmico THY-1 (CD90) e
epigenéticos SmC, ShmC, H3K27me3 e H3K9me2, RT-qPCR para os genes NANOG e DDX4
e formacdo de teratoma foram efetivados para comprovar a linhagem de células CGEs. Como
resultado in vivo, percebe-se que diferentes padroes de marcacdes e genes foram expressos nas
CGPs, comprovando que a espécie canina se assemelha mais com os humanos do que com os
camundongos. Os resultados in vitro mostraram que foi possivel derivar as células CGEs e que
estas conseguem reter sua pluripotencialidade e que diminuem a expressdo dos genes
germinativos. Porém, essas células tendem a se diferenciar em outros tecidos somaticos, mesmo

com a adi¢do de suplementos, fato também notado em CGEs humanas.

Palavras-chave: Células germinativas primordiais (CGPs). Células germinativas embriondarias

(CGEs). Epigenética. Cao.



ABSTRACT

SOUZA, A. F. de. Epigenetics of reprogramming in canine embryonic germ cells
[Epigenética da reprogramagdo em células germinativas embriondrias caninas]. 2016. No. 128.
Thesis (Doctorate in Sciences) - Faculty of Veterinary Medicine and Animal Science,
University of Sao Paulo, Sdo Paulo, 2016.

Primordial germ cells (PGCs) are known as the only cells capable of generating a new
individual, they originate the gametes which then will transmit genetic material to future
generations. Normally, the mammalian germ line is determined by genetic and epigenetic
factors that have essential functions to guide the direction and development of PGCs as well as
embryonic germ cells (EGCs). Epigenetic reprogramming is fundamental for the regulation of
the genome during the development of the germ cells responsible for originating the
gametogenic lineage in mammals. Methylation and demethylation in PGCs is a unique event,
essential for erasing epigenetic memory and also preventing transmissions of epimutations to
the next generation. Thus, the understanding of the patterns of differentiation of PGCs in EGCs
can be important in identifying and correcting possible failures in these processes, which will
be important in the future for development and reproductive performance. Most of the studies
with PGCs in EGCs are carried out in mice, but this species is not always the best model of
study when transposing this knowledge to humans. In canines, no study has ever been reported
on canine PGCs and maybe the Canine species has become interesting as a new animal model
for studies. It is known that the study material of human embryos are scarce samples and
difficult to obtain, so it is necessary to use other animal models, such as the Canids, which also
resemble humans. Dogs were the first fundamental models for the development of bone marrow
transplantation in humans, but also made valuable contributions to the development of therapies
for cardiovascular and orthopedic diseases. Then, it has become interesting to expand the
studies on PGCs in the canine species in order to show the importance of different models that
might resemble humans. Therefore, we had how proposal identify which were pluripotent,
germinative and epigenetic markers that are important for the development of PGCs and canine
EGC:s. It research was divided into two phases: the first consists of the in vivo process, from the
initial development of the embryo to the complete formation of the gonadal ridge. We analyzed
through the techniques of real-time PCR (RT-qPCR) and immunofluorescence for pluripotent
markers POUSF1 (OCT4) and NANOG, germline DDX4 (VASA), DAZL and DPPA3
(STELLA) and epigenetic SmC, ShmC, H3K27me3 and H3K9me?2 were performed to create a

profile of genes that are important for the development of canine PGCs. We proceeded to the



second in vitro phase, which focuses on the derivation and characterization of canine EGCs.
Alkaline Phosphatase (AP), immunofluorescence for the markers: pluripotent POUSF1
(OCT4), germinative DDX4 (VASA), DAZL and DPPA3 (STELLA), mesodermal THY-1
(CD90) and epigenetic SmC, ShmC, H3K27me3 and H3K9me2. We also analyzed RT-qPCR
for NANOG and DDX4 genes and teratoma formation were performed to prove the EGCs cell
lineage. As a result in vivo, different marking patterns and genes had been expressed in CGPs,
proving that the canine species is more similar to humans than to mice. The in vitro results
showed that it was possible to derive the EGCs and that they are able to retain their pluripotency
and decrease the expression of the germinative genes. However, these cells continue to
differentiate into other somatic tissues, even with the addition of supplements, a fact also noted

in human CGEs.

Key words: Primordial germ cells (PGCs). Embryonic germ cells (EGCs). Epigenetics.
Dog.
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1 INTRODUCAO E JUSTIFICATIVA

As células germinativas primordiais (CGPs) sdo as precursoras de gametas, conhecidas
como as Unicas capazes de gerar um novo individuo e de transmitir o material genético para a
proxima geragdo (CINALLIL; RANGAN; LEHMANN, 2008). Durante o seu desenvolvimento,
as CGPs passam por extensivas reprogramacdes ¢ desempenham um fun¢do essencial na
constituicdo de outros tipos celulares, como espermatozoides e ovocitos (HACKETT; ZYLICZ;
SURANI, 2012). O primérdio da formacdo das CPGs depende de uma variedade de
modificacdes, sendo que trés principios bésicos regulam sua reprogramacgdo para o
desenvolvimento. A primeira fase baseia-se no bloqueio da expressao de genes relacionados a
linhagem das células somaticas; a segunda, no aumento de sinais e genes indutores para a
estimulacdo do desenvolvimento e proliferagdo das CPGs; e, por ultimo, restabelece o status
epigenético do genoma para eliminar epimutacdes através da metilacdo do DNA, remodelac¢des
na cromatina e dele¢do dos genes imprinting (CHUVA DE SOUSA LOPES; ROELEN, 2010;
RADDATZ et al., 2013).

A especificagdo das CPGs acontece de forma diferente para cada espécie, por exemplo:
em camundongos E7.5, as CGPs formam em pequenos grupos proximos ao epiblasto, na base
do alontoide (MCLAREN, 2003). Em humanos, na terceira semana de gesta¢do, as CPGs se
desenvolvem na parte posterior do saco vitelinico endodérmico, na base do alantoide
(FUIIMOTO; MIYAYAMA; FUYUTA, 1977). Conforme o desenvolvimento do embrido
ocorre, as CGPs migram para o interior do embrido. Em humanos, na quinta semana de gestagao
e em camundongos E8.5, as CGPs se movem dorsalmente através da parede epigastrica.
(COOKE; NANJAPPA, 2015; DE FELICI, 2000) e durante a nona semana de gestacdo em
humanos e camundongos E10.5, as CGPs migram para crista gonadal, onde elas se
reorganizardo para a formacdo das gonadas e futura diferenciacdo dos gametas. (LEITCH;
TANG; SURANI, 2013).

As gonadas masculinas desenvolvem-se em uma rede testicular, formando os corddes
seminiferos. Neste processo as gdonadas passam a ser chamadas de testiculos fetais. Durante
esta transformagdo morfologica das gonadas, as CGPs masculinas também se especializam e
gradualmente formam uma populacdo distinta, nomeadas de gondcitos e células pré
espermatogoniais (GASKELL et al., 2004). As CGPs masculinas, gonocitos e as células pré
espermatogoniais sdo caracterizadas por expressarem continuamente o marcador pluripotente

POUSF1 (ou OCT4) e NANOG e outros marcadores germinativos como por exemplo, DDX4
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(VASA) e DAZL (PESCE; SCHOLER, 200; KEHLER et al., 2004; KERR et al., 2008) Tais,
caracteristicas tornam as células germinativas masculinas no periodo embriondrio e fetal
importantes ferramentas no estudo da manutencdo e aquisi¢do da pluripotencialidade e
mudangas epigenéticas (KIMURA; NAKANO, 2011; SURANI et al., 2008).

Além do mais, as CGPs também podem se diferenciar in vitro; pesquisas em varias
espécies de animais, como também em humanos demonstraram que ¢ possivel diferenciar as
CGPs em uma linhagem de células, denominando-as de células germinativas embrionarias
(CGEs) (DURCOVA-HILLS; SURANI, 2008; NAGAMATSU et al., 2012a; PARK et al.,
2009; TILGNER et al., 2008). Este tipo de diferenciacdo torna-se importante, pois amplia as
possibilidades no uso destas células em terapias celulares e na diferenciacdo de gametas in vitro
(HAYASHI et al., 2011; HAYASHI; SAITOU; YAMANAKA, 2012). Outra caracteristica
interessante € o fato das CGEs serem uma importante fonte de células-tronco pluripotentes, por
apresentarem semelhancas com as células-tronco embrionarias (CTE) (ESCs, do inglés
Embyonic stem cells) (PIROUZ; KLIMKE; KESSEL, 2012).

Contudo, poucos estudos t€m sido dedicado para a espécie canidea. Um estudo dirigido
por Gier; Marion, (1969), demostrou que as CGPs caninas aos 20 para 21 dias de gestacao
migram através do mesénquima entre o epitélio celomico. E somente um estudo (MARTINS et
al 2011) demonstrou a progressdao das populagdes distintas das CGPs durante a mudanga
morfoldgica das gonadas em testiculos fetais caninos. No cultivo in vitro, dois estudos
preliminares foram realizados com a diferenciacdo das CGPs a CGEs (MARTINS, 2010;
SOUZA, 2013- dados ndo publicados).

O modelo canino apresenta fisiologia e genética similar com a espécie humana quando
comparadas a de outros modelos experimentais convencionais, como camundongos e ratos
(KIRKNESS, 2003; PARKER; OSTRANDER, 2005; WHITWORTH; OVCHINNIKOV;
WOLVETANG, 2012). O cdo doméstico tém sido fundamental para o desenvolvimento do
transplante de medula 6ssea em humanos, como também fizeram valiosas contribuigdes para o
desenvolvimento de terapias para doencas cardiovasculares e ortopédicas (EGERMANN;
GOLDHAHN; SCHNEIDER, 2005; MOISE, 1999; PEARCE et al., 2007). Além disso,
aproximadamente 481 doengas hereditdrias tém sido identificado em cdes e mais da metade
dessas doengas sao similares a humanos incluindo, Alzheimer, doenga cardiovascular, distrofia
muscular, cancer de prostata e de mama (CHASTANT-MAILLARD et al., 2010; RIVERA;
EULER, 2011).

Assim, considerando-se os fatores de semelhangas e disponibilidade de materiais entre

CGPs humanas e caninas torna-se interessante expandir as pesquisas com o modelo de caes.
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Acredita-se, que através desta proposta e metodologia novos conceitos fundamentais possam
ser elucidados na espécie canina. A compreensdo das células germinativas durante o
desenvolvimento embrionario e fetal e na derivagdo para CGEs podem constituir uma
importante fonte na medicina reprodutiva regenerativa e no desenvolvimento bioldgico e
epigenéticos na medicina veterinaria, podendo ser transposto, com as devidas ressalvas, as

terapias humanas.
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2 HIPOTESES

1) Durante o desenvolvimento das gonadas 4 testiculo fetal as CGPs e nas células pré

espermatogoniais sdo epigeneticamente reprogramadas.

2) As CGPs masculinas caninas possuem a capacidade de se diferenciarem em CGEs.
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3 OBJETIVO GERAL

Objetiva-se identificar e analisar a dinamica de marcadores pluripotentes, germinativos e
epigenéticos importantes para o desenvolvimento das CGPs masculinas e células pré

espermatogoniase, bem como nas CGEs masculinas.

3.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Identificar as CGPs masculinas e células pré espermatogoniais no periodo gestacional
entre 22 a 50 dias, através da técnica de imunofluorescéncia com os anticorpos POUSF1
(OCT4), DDX4 (VASA), DPPA3 (STELLA) e DAZL.

e Avaliar a expressdo dos genes POUSF1, NANOG, DDX4 (VASA), DPPA3 (STELLA)
e DAZL nas CGPs masculinas e células pré espermatogoniais através da técnica RTq-
PCR.

e Estabelecer um perfil epigenético das CGPs masculinas e células pré espermatogoniais nos,
através da técnica de imunohistoquimica e imunofluorescéncia com os anticorpos SmC,
5hmC, H3K27me3 ¢ H3K9me2.

e Extrair e isolar células das cristas gonadais masculinas para a derivacdo das células
CGEs

e Apliacdo das CGEs masculinas em camundongos nudes (balb/c) para a avaliagdo do
potencial teratogénico in vivo.

e Caracterizar das células CGEs masculinas através de imunocitoquimica pelos os
anticorpos 5SmC, ShmC, H3K27me3, H3K9me2, POUSF1 (OCT4), DDX4 (VASA),
DPPA3 (STELLA) e DAZL.

e Avaliar a expressdo dos genes NANOG e DDX4 (VASA) dos cultivos das CGEs através
da técnica RTq-PCR.
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4 REVISAO DE LITERATURA

4.1 CELULAS GERMINATIVAS PRIMORDIAIS (CGPS): ORIGEM, ESPECIFICACAO E
MIGRACAO.

Todos os seres vivos possuem um Unico objetivo comum, transmitir suas informagdes
genéticas para a proxima gera¢do. Porém, para que ocorra esse processo, 0 organismo precisa
passar por varios ciclos de desenvolvimento até ser capaz de atingir o dpice da reproducio. O
inicio do desenvolvimento em mamiferos ocorre por meio da fertilizagao, onde acontece a fusao
do gameta masculino com o gameta feminino e ira gerar o zigoto.

Durante o processo de segmentagdo, ocorre a clivagem do zigoto, ou seja, este entra em
sucessivas divisdes mitdticas, resultando em um aumento celular até a formacdo de células
conhecidas por blastomeros (HOPKIN; RAFF; WALTER, 2011). Aos poucos, com o aumento
das divisdes celulares, o embrido modifica sua forma para uma pequena massa de células
resultando na mérula (MOORE; PERSAUD, 2008). Durante o processo de compactacdo, a
moérula desenvolve-se ao estagio de blastocisto, que ¢ formado por: uma cavidade central
(cavidade da blastocele), as células da massa celular interna (MCI) e uma delgada camada
celular externa chamadas de células da trofoecdoderme (McGEADY et al 2008). Ao final da
expansdo do blastocisto, ocorre a eclosdo do blastocisto da zona pelucida. Neste periodo, o
embrido ¢ constituido com um disco embriondrio bilaminar que as células da MCI formam um
epitélio, denominado hipoblasto e as células externas da MCI formam o epiblasto. O hipoblasto
e o trofoectoderma constituem as linhagens extra-embrionarias, que irdo formar as membranas
fetais, como a placenta e seus anexos. Enquanto que o epiblasto ird compor todas as linhagens
embrionarias (HYTTEL, 2010).

Apos este periodo, o epiblasto forma a linha primitiva e o embrido passa a ter forma
trilaminar com um conjunto de células ectodérmica, mesodérmica e endodérmica. Ainda no
epiblasto, uma subpopulacdo de células, as futuras CGPs, ¢ especificada, e, durante a
gastrulag@o, migram a partir do epiblasto para posi¢des extra-embrionarias (LAWSON, 1994).
Durante este periodo, as CGPs multiplicam suas quantidades celulares e comegam o processo
de migracdo ao interior do embrido até atingirem as cristas gonadais (DE FELICI, 2000). Os
processos de como as PGCs sdo especificados e as rotas de migragao sao diferentes para cada

espécie.
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Em camundongos, as células epiblasticas sdo posicionadas entre o ectoderma extra-
embrionario (ExE) e o endoderma visceral (VE), formando como se fossem um cilindro.
Proximo as células epiblasticas, sinais indutores especificos comegam a decorrer e um pequeno
namero de células irdo se tornar as CGPs e os outros tipos celulares irdo se diferenciar em
células somaticas. A especificacio das CGPs, em camundongos durante este estigio, ¢
dependente do gene FRAGILIS e especialmente do fator transcriptacional BLIMP1 junto com
PRDM14 e TCFAP2C (ou AP2y). PRMDMI14 auxilia a inibir a programacdo das células
somaticas nas CGPs, como também aumentar novamente a expressao de genes pluripotentes
(Sox2 e Nanog), impulsionando as células a se desenvolverem como germinativas (HAY ASHI;
DE SOUSA LOPES; SURANI, 2007; OHINATA et al., 2005; VINCENT et al., 2004). Estudos
com camundongo knocout do gene BLIMP1 demonstraram auséncia na proliferacao e migragao
das CGPs (SAITOU et al., 2005).Agora, camundongos knocout do gene PRMD14 possuem
dificuldades no desenvolvimento de CGPs, além do mais a auséncia de PRMD14 influéncia na
regulacdo do gene SOX2 e no apagamento da marca repressiva de histona H3K9me2
(AGUERO etal., 2017). TCFAP2C, também ¢ um fator critico para impulsionar a especificagao
das CGPs, um estudo realizado por Webber et al., (2010) demostrou que a falta deste gene causa
a perda das CGPs em camundongos no estagio ES8.0.

Outro fator que auxilia na sinalizagdo das CGPs ¢ a molécula sinalizadora, proteina
morfogénica do osso (BMPs), conhecida por normalmente expressar no ectoderma extra-
embriondrio e auxiliar no fator de crescimento das células. Sao os fatores BMP4 ¢ BMP8b que
irdo ser expressos no ectoderma extra-embrionario de camundongos durante E5.5 e E6.5 e
induzir mecanismos apropriados para o desenvolvimento das CGPs (LAWSON et al., 1999;
OKAMURA; HAYASHI; MATSUI, 2005). Pesquisas com embrides mutantes de BMP4
mostraram total falta de CGPs e alantoide; BMP8b mutantes possuem pouco ou nenhuma CGPs
e reduzido tamanho do alantoide (MAGNUSDOTTIR et al., 2012; OHINATA et al., 2005). A
baixa regulacdo de BMPs também influencia nas proteinas SMAD (SMAD 1, SMAD 5 e
SMAD 8) (HAYASHI et al., 2002). Sao as proteinas SMAD 1 ¢ SMAD 5 que auxiliam no
desenvolvimento do epiblasto. Consequentemente, a expressao anormal de ambas as proteinas
SMADI1 e SMADS influencia na ma formagao de CGPs (ARNOLD et al., 2006; CHANG;
MATZUK, 2001).

Em humanos, devido ao escasso material ¢ consideragdes ¢ticas, ¢ dificil saber o exato
momento em que os genes € as proteinas influenciam na especificagdo das hCGPs e que podem
ser diferentes das mCGPs. De acordo com Tang et al., (2016), hCGPs sdo reguladas,

principalmente, pelo o gene SOX17 e também pelo BLIMP1 que atuam como fator repressor
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de genes somaticos, desempenhando também uma funcdo na reprogramagado epigenética. Os
genes KFL4 e TFCP2L1 constituem importantes especificadores na regulacdo das hCGPs, bem
como, nas hEScells. Tal descoberta difere dos achados em camundongos em que BLIMP1 e
BMP4 se tornam importantes nesta transcricdo mESC para mPGC-likes.

Durante todo o seu percurso de migracdo, as CGPs e outros tipos celulares tém que
superar varios obstdculos, tais como: submeter-se a extensos movimentos morfogénicos;
transpassam barreiras de diversos ambientes celulares e tecidos; e, finalmente, chegar ao destino
correto que serdo as cristas genitais. A motilidade celular ¢ complexa e precisa ser orquestrada
por uma série de eventos que consiste na aquisicdo da motilidade e moléculas sinalizadoras.
Basicamente, para uma célula se mover sdo necessarios os movimentos de protusdo que utiliza
filamentos de actina e miosina para a movimentagdo. Através desse método, as células utilizam
os lamellipodium para polimerizar os filamentos de actina, funcionando como se fossem uma
forca fisica para empurrar a membrana no sentido da migra¢ao. Mesmo tal procedimento sendo
eficiente, ocorre muito gasto energético por parte da célula (ANANTHAKRISHNAN;
EHRLICHER, 2007). Assim, outro processo auxilia no deslocamento celular, que sdo os
movimentos de bolhas (do inglés, blebs). As blebs sao definidas como vesiculas de membranas,
conduzidas por uma pressao hidrostatica e citoplasmatica que se submetem a transformagdes
morfoldgicas se adaptando a forma do ambiente. O resultado ¢ um deslocamento celular com
menos energia construindo uma estratégia util e rapida ( TARBASHEVICH; RAZ, 2010;
ANANTHAKRISHNAN; EHRLICHER, 2007). Em Drosophila melanogaster (do inglés,
fruitfly), ap6s a gastrulacdo, as CGPs migram para o intestino médio e, em seguida, encaminham
dorsalmente ao intestino médio, ao mesoderma posterior e tendo como seu destino final as
gonadas (STARZ-GAIANO et al., 2001). As moléculas sinalizadoras que influenciam nessa
transi¢do sio HMGCR e WUNENS, estas ajudam a repelir ou atrair as células migratorias CGPs
e encaminha-las ao seu destino final, as cristas gonadais (SANTOS; LEHMANN, 2004).

O processo em mamiferos torna-se um pouco distinto, pois durante a migragdo as CGPs
aumentam sua quantidade celular e um dos sinais importantes para essa agdo em camundongos
¢ o fator c-KIT e sinais de WNT (NIEHRS, 2012; RUNYAN et al., 2006). O processo de
migracdo em camundongos inicia-se no E7.5, as CGPs, migram adjacentes ao endoderma e
invaginam para o intestino primitivo no E8.5 e, novamente, migram dorsalmente ao longo do
intestino primitivo até atingir a crista genital E10.5 para a formacdo goénada e futura
diferenciagdo dos gametas (MCLAREN, 2003; HYTEL et al., 2010). Em humanos, o processo
de migracdo torna-se um pouco diferente. Aproximadamente na terceira semana de gestagao,

as CGPs originam-se na parte posterior do saco vitelino perto do alantoide e, passivamente, sao
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incorporadas para o interior do embrido, migrando para a parede do intestino primitivo. No
decorrer da quinta semana, migram, dorsalmente, ao mesentério até atingir seu destino final nas
cristas genitais. Nos estdgios que sucedem a migragdo, as hCGPs aumentam sua proliferagao
para um numero aproximadamente de 1.000 para 450.000 em fémeas e cerca de 150.000 em
machos (FELICI, 2009). Em camundongos, no E13.5 as CGPs em ambos os sexos chegam até

20.000 células. Sendo que o nimero, apds o nascimento, o nimero diminui para 6.000-10.000

(LOBASCIO et al., 2005).

4.2 DIFERENCIACAO SEXUAL DAS CGPs EM MACHOS E FEMEAS

Apds a migragao das CGPs para a crista genital, comega o processo de diferencia¢do sexual.
Normalmente, o desenvolvimento dos testiculos ocorre em embrides com um cromossomo Y
normal. Este processo ¢ dependente do gene SRY, que direciona as céluas germinativas a se
desenvolverem em células de Sertloli e células espermatogonias (BULLEJOS; KOOPMAN,
2001; JESKE et al., 1995). Outro fator, também essencial para a determinag¢do sexual em
machos ¢ o fator de transcricdo SOX9, presente entre a espécie vertebrada (NANDA et al.,
2009). Estudos revelaram que, humanos heterozigotos com mutagdes no gene SOX9, levam a
varias doengas e umas delas ¢ XY fémea reversa (HOUSTON et al., 1983). Assim, SRY ¢
SOX9 sao requeridos durante o normal desenvolvimento nas gonadas masculinas, iniciando a
especificagdo de células especificas para a produgdo espermatica.

Morfologicamente, em camundongos durante o estdgio E12,5, e, em humanos, entre a
sétima e oitava semanas, as gonadas masculinas desenvolvem-se em uma rede testicular,
formando os corddes seminiferos (COVENEY et al., 2008; HANLEY et al., 2000).
Gradualmente, os testiculos em crescimento se separam do mesonefro em degeneragdo e
tornam-se suspensos pelo seu proprio mesentério, o mesorquidio (MOORE; PERSAUD, 2008).
Os cordoes seminiferos desenvolvem-se em tiibulos seminiferos, tibulos retos e rede testicular.
Em seguida, os tubulos seminiferos irdo dar origem as células intersticiais ou de Leyding. O
processo meidtico somente ird acontecer apos o nascimento em machos, pois nos testiculos
fetais ou pré-natais, o acido retindico (RA, do inglés retinoic acid ) leva a um aumento da
enzima PRC1, degradando a expressdo do gene STRAS e, consequentemente, bloqueando a
entrada da meiose (ALBRECHT; EICHER, 2001). Os machos estacionam na fase mitotica no

ciclo do Go/G1 com seus corddes seminiferos e param progressivamente a proliferacdo para



33

entrada em uma fase de quiescéncia retornando seu ciclo somente apds o nascimento
(KOUBOVA et al., 2006), quando o RA somente ird atuar direcionando repressdo de PRC1 e
induzindo o gene STRAS na via espermatica (BOWLES et al., 2006; KOUBOVA et al., 2006).

Entretanto, na auséncia do gene SRY, a linhagem germinativa se compromete com o
desenvolvimento de ovdcitos e as células somaticas sdo guiadas a se desenvolverem na célula
da teca folicular ou células foliculares (ALBRECHT,; EICHER, 2001; BULLEJOS;
KOOPMAN, 2001). Diferente dos sinais indutores a que direcionam as gonadas masculinas,
nas gonadas femininas nao existem um fator determinante. Em camundongos, a participacao da
familia dos genes WNT, como a WNT4 sdo expressos em ambos XX e XY gonadas até o
estagio E11,5 (KIM et al., 2006). Contudo, apds este periodo o gene WNT4 ¢ super regulado
nas gonadas femininas, decaindo sua expressao nas gonadas masculinas (KIM et al., 2006). Um
estudo realizado em camundongos fémeas, knocout de WNT4, demostrou ambiguidade na
diferenciagdo sexual, tendo alguns fatores hormonais masculinos, mas com caracteristicas
ovarianas (HEIKKILA et al., 2005). Assim, o fator chave na determina¢do sexual em fémeas
ainda permanece obscuro.

O processo de diferenciacdo morfoldgico da gobnada feminina ocorre lentamente, os corddes
corticais estendem-se ao epitélio superficial da gonada incorporando as CGPs que estdo
circundadas por células foliculares transformando as CGPs em ovogonias (MOORE;
PERSAUD, 2008). Em camundongos, esse evento ocorre aproximadamente no estagio E11,5 e
a disting¢do entre o cortex e a medula ndo é muito evidente (JIMENEZ, 2009). Contudo, em
humanos, durante a sexta semana de gestagdo, as cé¢lulas germinativas dos corddes sao nitidas
nas gonadas (BIASON-LAUBER, 2010). Algumas ovogonias continuam sua proliferacao
mitdtica, porém outras se diferenciam em ovdcitos primarios. Os ovocitos entram em profase
meidtica, passando pelas fases leptdteno, zigéteno e paquiteno, mas bloqueiam no estagio
dipléteno da profase até a chegada do nascimento (HYTTEL, 2010). Esses ovocitos passam a
ser chamados agora de foliculos primordiais. O processo da ativa¢do da meiose nas CGPs
femininas de camundongos ocorre aproximadamente no estdgio E13,5 e em humanos
aproximadamente na 17° semana (WILHELM; YANG; THOMAS, 2013). A meiose inicia-se
com a estimulacdo do RA, seguido pelo gene STRA8 (ALBRECHT; EICHER, 2001). Nos
ovarios pré-natais, o0 RA reprime a ativagdo de uma enzima PRC1 que leva a um aumento do
gene STRAS, essencial para o funcionamento da meiose. Como resultado, as CGPs entram em

meiose e ddo inicio a producdo ovocitaria (HEEREN et al., 2015).
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4.3 COMO IDENTIFICAR AS CELULAS GERMINATIVAS?

As interacdes das CGPs e rota de migracdo podem ser identificados através de
marcadores moleculares especificos antes e depois dos movimentos das células germinativas
para as cristas gonadais (Quadro 1) e (Figura 1). Trés principais fases constituem para a
caracterizacdo das CGPs: primeira, o inicio do desenvolvimento, que constitui a fase de
pluripoténcia e formagdo das células; segunda, o aumento do niimero de células e a fase
migratdria; terceira, a fase de diferenciacdo dos gametas em machos e fémeas.

Na primeira fase, as CGPs podem ser identificadas através da atividade fosfatase
alcalina (AP, do inglés AlkalinePhosphatase) (MACGREGOR; ZAMBROWICZ; SORIANO,
1995; YABUTA et al., 2006). A AP ¢ altamente expressa em varios tipos de tecidos, mas em
células germinativas, ¢ intensamente expressa ao redor das células somaticas no periodo
primordial (MCLAREN, 2003).

Outros marcadores especificos podem detectar as linhagens celulares germinais como,
por exemplo, o fator de transcricdo OCT4 (ou POUSFI1). O gene OCT4 esta localizado, em
humanos, no cromossomo 6p21 e consiste em cinco exons que codificam uma proteina da
familia dos octameros; a sequéncia ¢ reconhecida por elevada carga de POU contidas em fatores
de transcri¢do da proteina OCT4, explicando uma alternativa para o nome proposto (Sturm;
Herr, 1988). Um estudo dirigido por Cauffmanet al. (2006) descreve que a proteina Oct4 possui
duas isoformas, OCT4A e OCT4B. Em humanos, o OCT4A (isoformal, NP_ 002692.2) esta
claramente relacionado a pluripotencialidade, tendo sua expressdo nuclear traduzida a partir da
variante 1, do OCT4 humano (NM _ 002701.4). Enquanto que o OCT4B (isoforma2, NP
001167002.1) estd envolvido na resposta ao estresse celular, expresso, essencialmente, no
citoplasma e ¢ igualmente traduzida pelas variantes 2, (NM 30 203289.4) ¢ 3 (NM_
001173531.1) do gene (LEE et al., 2006). Este fator de transcricdo, OCT4, atua como chave
reguladora no fenétipo de pluripotencialidade. E expresso na embriogénese, mais
especificamente no compartimento do epiblasto; em células embrionérias do carcinoma; células
de linhagens estaminais; e apOs a gastrulacdo, sua regulagdo restringe-se nas células
germinativas (NICHOLS et al., 1998; PESCE et al., 1998). OCT4, em camundongos, persiste
em ambos os sexos até¢ E13.0 (KEHLER et al., 2004). Enquanto que em humanos, durante o
primeiro trimestre, OCT4 ¢ expresso em machos e fémeas; no segundo, a expressao de OCT4

continua em machos ¢ declina em fémeas (ANDERSON et al., 2007; HEEREN et al., 2016).
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Outros marcadores nucleares que estdo envolvidos com a pluripotencialidade, como
NANOG, SOX2 e STELLA (DPPA3 ou PGC7), também sdo expressos durante o
desenvolvimento das CGPs. Em camundongos, NANOG ¢ expresso em ambos 0s sexos até o
estagio E14.5. SOX2 ¢ detectado em camundongos nos estagios E10.5 e E13.5 em ambos os
sexos e a partir de E13.5 diminui sua expressdo (WESTERN et al., 2005). STELLA atua na
manuten¢do de células pluripotentes, células do odcitos, bem como no inicio do
desenvolvimento das CGPs (BUCAY et al., 2009). Em camundongo, STELLA ¢ identificada a
partir do E7.5 e continua até E15.5, restringindo-se depois somente nos o6citos (SATO et al.,
2002). Estudos em camundongos com STELLA deficiente revelam deficiéncia de produg¢do nas
células germinativas em fémeas, contudo em machos nao apresentou nenhuma anormalidade
(PAYER et al., 2003). Em humanos ¢ dificil saber o exato momento em que estes marcadores
sdo expressos devido ao dificil acesso a esse material bioldgico.

Durante o estagio migratorio das CGPs, outros genes e sinais moleculares tornam-se
importantes para a detec¢do das células germinativas. Em camundongos, o marcador de
membrana SSEA1 ¢ expresso em células-tronco embriondrias (mESC, do inglés mouse
embryonic stem cells), porém, também ¢ expresso durante a migracdo das CGPs de
camundongos (cCGPs). Interessantemente, SSEA1 ¢ ausente em células-tronco embriondarias
humanas (hESC, do inglés human embryonic stem cells), mas estudos em células germinativas
embrionarias humanas (hCGEs) demonstraram positividade para o marcador (DURCOVA-
HILLS et al.,, 2000; ZHANG et al., 2006). Outro marcador que desempenha um papel
importante € o receptor tyrosine Kinase, c-kit que ¢ localizado na superficie da célula. Além de
marcador hematopoiético que também participa no desenvolvimento das CGPs nas cristas
gonadais evitando apoptose destas células (HOYER; BYSKOV; M@LLGARD, 2005; ROSSI,
2013). As CGPs, ao entrar na crista gonadal, ocorrem a expressao do especifico marcador
germinativo, VASA (DDX4), que ¢ conservada entre as espécies vertebradas e invertebradas,
e pode ser identificada no citoplasma da membrana celular (MEDRANO et al., 2010; YOON;
KAWAKAMI; HOPKINS, 1997). Em camundongos, VASA ¢ observada a partir do E10.5 e
continua sua expressao até o E12.5 em ambos os sexos (FUIIWARA et al., 1994). Em humanos,
VASA ¢ detectada em ambos os sexos no primeiro trimestre de gestacdo, restringindo sua
expressao em fémeas no segundo (CASTRILLON et al., 2000; HEEREN et al., 2016). O
especifico marcador germinativo Deleted in Azoospermialike (DAZL) é conservado em todos
vertebrados e também ¢ um marcador essencial para o desenvolvimento das células
germinativas. Em camundongos, ¢ detectado no E12.5, sendo que, a ndo expressao desse gene

resulta em infertilidade em ambos os sexos (HSU-HSIN CHEN et al., 2014). Em humanos, de
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acordo com a pesquisa de Anderson et al., (2007), mostraram que a expressao de DAZL

acontece a partir do segundo trimestre de gestagdo em ambos 0s sexos.

Quadro 1- Demostra um resumo dos genes importantes para a especificagdo das CGPs em humanos:

9-10 WEEKS  9-10 WEEKS
CLASSIFICATION GENES 3-5 WEEKS  5-8 WEEKS
(FEMALE) (MALES)
POUSF1 + + + +
PLURIPOTENTE NANOG + + + +
PRMDI14 . - - -
. BLIMP1 + - - -
CELULAS
GERMINATIVAS | cD38 _ + _ _
(INICIO) NANOS3 - + - i
, DDX4 - L + +
CELULAS
GERMINATIVAS | DAZL _ _ _ +
(TARDIA) SCP3 - - + -
ENDODERMICO SOX17 + - - -
T + - _ -
MESODERMICO
CKIT - + + _

Adapado ( HEREEN et al., (2015 e 2016); ALAI et al., (2015) ;MEDRANO et al., (2010) ;. NDERSON et al.,
(2007) ; TOYOOKA et al., (2000).

Fonte: SOUZA, AF.; 2017
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Quadro 2 - Demonstrativo dos genes importantes para a especificagdo das CGPs em camundongos.

E14.5 E14.5
CLASSIFICATION Genes E35 E5-60 E7.257.5 E105
FEMALE MALE
POUSF1 + + + + - +
PLURIPOTENT | NANOG + - T + + n
SOX2 + + + + + +
BLIMPI - _ n n ) :
GERM CELLS
FRAGILIS + + n n i 9
(INITIAL)
NANOS3 - . n n 9 9
DDX4 _ L + + +/-
GERM CELLS
DAZL . . ) ; n n
(LATES)
SCP3 - - - - + +
MESODERMIC | T - +/- + - _ _

Adaptado por (HAYASHI; DE SOUSA LOPES; SURANI, (2007); SAITOU et al., (2002); TANAKA et al.,
(2000); PESCE et al., (1998); RUGGIU et al., (1997); FUIIWARA et al., (1994).
Fonte: SOUZA, A F.; 2017.

4.4 CGPS IN VITRO, E POSSIVEL?

As CGPs, quando colocadas em cultivo in vitro, aumentam suas propriedades de
plasticidade celular e podem ser transformadas em outro tipo celular, cujos nomes sao células
germinativas embriondrias (CGEs) (NAGAMATSU et al., 2012b) (Figura 1). Este processo de
transformagdo impde a célula uma reprogramacao que, basicamente, confere a capacidade de
auto renovagdo, assemelhando-se as ESCs (DE FELICI, 2011). Assim, as CGEs expressam
fatores de pluripotencialidades in vitro, ocorre a formacao de corpos embrioides e sdo capazes

de formar teratomas que, quando analisados, constituem os trés tecidos germinativos
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(mesoderma, ectoderma e¢ endoderma) (HAYASHI et al., 2011; HAYASHI; SAITOU;
YAMANAKA, 2012).

Figura 1 — Esquema da derivagdo das células tronco embrionarias, células germinativas primordiais (CGPs) e
células germinativas embrionarias (CGEs)

I

\ \ GameTa
F ’ - masculino
in}tr'o ‘,\)h_(( N (

CTE

Y
@ ) in vivo
o Gameta
CGEs in vitro lfeminino

Fonte: Adaptado de (TURNPENNY et al., 2006a).

Legenda: Esquema da derivagdo das células tronco embrionarias (CTE), células germinativas primordiais (CGPs)
e células germinativas embrionarias (CGEs). Ap6s a fecundag@o as células passam por transformagdes
com o objetivo de formar um individuo. Durante essas divisdes celulares o embrido no estagio de
blastocisto é possivel a derivag@o a partir da massa celular interna (MCI) a formagdo de células tronco
embriondrias (CTE). Seguidamente, no estagio de embrido tardio nas gonadas existe uma populagdo
celular chamadas de células germinativas primordiais CGPs. As CGPs sdo capazes de originar os
gametas femininos e masculinos. As CGPs quando colocadas em cultivo in vitro transformam-se em
uma populagdo de células germinativas embrionarias (CGEs).

Em camundongos, a conversdo de CGPs, nas linhagens CGEs, estd muito bem
estabelecida e caracterizada (MATSUI; ZSEBO; HOGAN, 1992; RESNICK et al., 1998). De
acordo com os protocolos de Durcova-Hills et al. (2003), as CGEs de camundongos podem ser
obtidas de embrides desde o E8.5 até o E11.5. O protocolo consiste em desagregar as gonadas
mecanicamente e depois com agentes enzimaticos, como tripsina e acido etilenodiamino tetra-
acético (EDTA). Segue-se o cultivo com meio basico DMEM sem soro fetal bovino (SFB) e
com aditivos fator de leucemia inibitoério de camundongo (mLIF, do inglés leucemia inhibitory
factor murino), Humano Basico fator de crescimento fibroblastico (hbFGF, do inglés human
recombinant basic fibroblast growth fator). Como resultado, obtém-se células que sdo capazes
de sobreviver a longo tempo em cultura, formar colonias e quimeras in vivo, além de,
possivelmente, diferenciar-se nos gametas para transmitir a linhagem germinal. Outras
espécies, como os suinos e coelhos, seguindo os protocolos de CGEs de camundongos,

conseguiram relatar com sucesso a geracdo de CGEs (CONG et al., 2013; KAKEGAWA et al.,
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2008). Em ambas as espécies, as CGEs apresentaram as mesmas caracteristicas das CGEs de
camundongos.

Contudo, quando se transportar tais conhecimentos de CGEs de camundongos para
CGEs humanas (hCGEs), ocorreu um contraste de protocolos utilizado e das caracteristicas das
células obtidas. O primeiro trabalho relatado sobre as hCGEs foi o grupo de Shamblott et al.,
(1998), o qual demonstrou ser possivel a formagdo de hCGEs das gonadas e mesentérios de
embrides com 5 a 9 semanas de gestacdao. No protocolo, utilizaram-se a desagrega¢do mecanica
das gonadas e a combinacdo com agentes enzimaticos tripsina, EDTA, hialuronidase tipo V e
colagenase tipo I'V. Para o cultivo, seguiu-se em meio basico DMEM com 15% de SFB e aditivo
como: fator de leucemia inibitério humano (hLIF, do inglés human leucemia inhibitory factor),
hbFGF e forscolina. Como resultado, obteve-se células com caracteristicas das CGEs, as quais
foram positivas a AP; mas a eficiéncia durante o cultivo foi baixa. Seguindo os mesmos
principios do trabalho anterior, outros grupos tentaram reproduzir a producao de hCGEs (LI et
al., 2014; LIU et al., 2004; PARK et al., 2004) Contudo, ocorreu uma variabilidade entre as
caracteristicas das células obtidas e marcadores que possam identificar se realmente sao hCGEs.
Sendo que a unica concordancia entre os autores foi que € possivel derivar hCGEs, porém sdo
células ineficientes a longo periodo em cultivo, por diferenciar-se facilmente de outros tecidos.
Mas, com os avancos de técnicas de reprogramagdo celular as pesquisas como de Hayashi;
Saitou; Yamanaka, (2012), Irie et al., (2015) e Sasaki et al., (2015) demonstram que as células
pluripotentes induzidas (iPS, do inglés [Induced pluripotent stem cells) podem ser
reprogramadas a uma populagdo de células Epiblasto-/ike ou mesodérmicas-/ike e desta na
geracdo de CGPs- like. A descoberta das CGPs-like expandiu as possibilidades para se
compreender 0os mecanismos € vias que sdo importantes para a geracdo das hCGPs e hCGEs.
Assim, o grupo de pesquisa, Irie et al., (2015), demonstraram que as hCGPs-like sao
semelhantes as hCGPs, sendo que o gene regulador para a formacao das hCGPs-like ¢ 0 SOX17.
Esta descoberta diverge com os achados das CGPs-/ike de camundongos, em que um dos gene
regulador ¢ o SOX2.

Tanto as CGEs como as CGPs-like ainda sdo uma linhagem celular recente, e ocorrem
muitas incertezas na possivel utilizacao destas nas terapias celulares. Contudo, os processos de
transformag¢ao das hCGPs, hCGEs e hCGPs-like sempre serd uma fonte consagrada na pesquisa,

pois reflete o comego e o final do ciclo de um novo individuo.
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4.5 EPIGENETICA

O termo "epigenética" foi introduzido em 1942 pelo embriologista Conrad Waddington
que, relacionando-o com o conceito de "epigénese" do século XVII, definiu como um complexo
de processos de desenvolvimento entre o genotipo e fendtipo (DEICHMANN, 2016). Hoje em
dia, epigenética ¢ definida como “os processos que regulam a expressao génica e que ndo estao
relacionados a sequéncia primaria do DNA, sendo herdaveis ao longo das divisdes celulares”
(REIK; SANTOS; DEAN, 2003).

A reprogramacao epigenética do genoma no desenvolvimento de mamiferos ocorre em
duas fases distintas: a primeira fase ¢ nas células germinativas primordiais (CGPs); e a segunda
fase, logo apos a fertilizagdo, na formagao do zigoto, estendendo-se até o desenvolvimento da
moérula e blastocisto (FENG; JACOBSEN; REIK, 2010) (Figura 3). Tais modificagdes
epigenéticas podem ser classificadas em categorias, dentre elas: metilacdo e hidroximetilagao
do DNA, modificac¢des pds-traducionais nas proteinas histonas e os RNAs ndo codificantes e a
metilacdo e oxidagdo do RNA. Estes sdo os principais mecanismos epigenéticos responsaveis
pelo estabelecimento e manutencao dos padrdes de expressdes génicas de tecidos especificos,

pela repressdo trancional e pela remodelacdo da cromatina (LI, 2002).

Figura 1 — Esquema do padréo de metilagdo durante o desenvolvimento embrionario.
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Fonte: (REIK; SANTOS; DEAN, 2003).

Legenda: Esquema do padrdo de metilagdo durante o desenvolvimento embrionario. O padréo de metilagdo ocorre
no genoma em duas fases distintas: nas células germinativas primordiais (CPGs) (os imprinting também
sdo apagados nesse tempo) e reestabelecida na maturagdo dos gametas. O segundo é depois da
fertilizagdo o genoma paternal ¢ ativamente desmetilado (azul), enquanto o genoma materno ¢
passivelmente desmetilado permanecendo até a ciclavagem na peri-implantagdo do embrido. De novo
metilagdo acontece nas células da massa celular interna de blastocisto (importante notar que neste
periodo os padrdes imprinting sdo mantidos).



41

A metilacdo do DNA ¢ estabelecida nas moléculas de citosina quando estas antecedem
uma molécula de guanina em dinucleotideos 5 CpG3’, transformando a citosina em 5-metil-
citosina. A metilagdo da citosina consiste em uma modificacdo covalente resultante da atividade
de uma familia de enzimas denominada DNA metil-transferases (DNMT) que catalisa a
transferéncia do grupo metil da S-adenosilmetionina (SAM) para um residuo de citosina que
antecede uma guanina-dinucleotideo CpG (DAHL; GRONBZAK; GULDBERG, 2011). Cinco
membros da familia DNMT ja foram descritos em camundongos. A fun¢do da DNMT ¢ a de
manter o padrdo de metilagdo apds a sintese da nova fita do DNA (REIK; DEAN, 2001).
Subsequentemente, duas outras enzimas — DNMT3a e DNMT3b — suas fungdes relacionam-se,
principalmente, com a metilagdo de novo (ROBERTSON, 2005). E os dois tltimos membros
da familia da DNMT sdo a DNMT3L e a DNMT2. A primeira ¢ uma proteina que ndo apresenta
atividade catalitica, mas localiza-se juntamente com DNMT3a e DNMT3b, sendo essencial
para o estabelecimento do imprinting em linhagens germinativas femininas (HAJKOVA et al.,
2002). A delecdo da DNMT?2 esté associada a metilagio do RNA (RADDATZ et al., 2013). A
metilacdo das ilhas CpG estdo associadas a repressdo da expressdo génica. Em regides
repetitivas do genoma, como nos centromeros, a metilagdo ¢ importante para a estabilidade do
cromossomo e, também, suprime a expressdo de elementos transponiveis (MOAREFI;
CHEDIN, 2011).

A metilagdo do DNA em mamiferos geralmente ocorre em regides com sequéncias ricas
de nucleotideos CG, que sdao comumente chamadas de ilhas CpG (JONES, 2012). Nos
mamiferos, a metilagdo do DNA ¢ essencial para o desenvolvimento embrionario normal e tem
papel importante na regulacdo da expressdo génica, na inativacdo do cromossomo X, no
imprinting gendmico e na modificacdo da cromatina. (SMITH; RESNICK, 2012).

Quanto as modificac¢des pds- traducionais das histonas, acredita-se que existam mais de
100 diferentes modifica¢des pos-traducionais, incluindo, principalmente: metilacdo, acetilagao,
fosforilagdo, ubiquitinizagdo e sumoilacdo. Estas transformacdes ficam concentradas,
preferencialmente, dentro das caudas amino-terminais das histonas que se projetam no
nucleossomo (BERNSTEIN; MEISSNER; LANDER, 2007). As caudas amino terminais sao
externamente livres ao nucleossomo, que interagem com outros nucleossomos ou com a propria
molécula de DNA tornando os genes transcricionalmente ativos ou reprimidos.

As histonas podem ser acetiladas ou desascetiladas nos residuos de lisina (K). Estas
reacdes sdo catalisadas por enzimas como, histona acetil transferase (HAT) ou histona
desacetilase (HDAC). Na maioria dos casos, a acetilacdo das histonas aumenta a transcri¢ao de

genes, enquanto histona desacetilacdo reprime a transcrigdo. O processo de acetilagdo das
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histonas contribui para o estabelecimento ou a manuten¢do de um ambiente permissivo a
transcri¢do, favorecendo a atividade de transcri¢do pelo relaxamento das interagdes de DNA
nos nucleossomos (XU et al., 2009). Enquanto a metilagao das histonas esta relacionada tanto
com a ativacdo como com a repressdo da expressdo génica, dependo da quantidade de grupos
metil adicionado a cada residuo, dessa forma a lisina pode ser mono, di ou trimetilada
(VILLAR-GAREA; IMHOF, 2006).

Apesar de possuirem diferentes modificagdes que estdo relacionadas a transcrigdo,
replicagdo e reparo de DNA, essas modificagdes ndo ocorrem isoladamente, ou seja, varias
modificacdes podem ocorrer em uma mesma cauda de histona, produzindo um efeito
combinado chamado “codigo de histonas” (SWYGERT; PETERSON, 2014). Tais
modifica¢des epigenéticas sdo responsaveis por regulacdes nas expressdes especificas de
determinados genes a uma determinada célula (TAMMEN; FRISO; CHOI, 2013). As falhas na
expressdo de genes especificos e a influéncia de fatores ambientais podem ocasionar
modifica¢des epigenéticas e possiveis mutacdes no genoma (HUIDOBRO; FERNANDEZ;
FRAGA, 2013). Portanto, deve-se levar em consideragdo que existe uma interagao entre todos
estes sistemas e que estes padroes epigenéticos podem mudar ao longo da vida, influenciando

nosso organismo ao stress celular e a susceptibilidade a uma possivel doenca (Figura 4).
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Figura 2 - Mecanismos epigenéticos fornecem a ligagdo entre fatores ambientais e alteragdes fenotipicas durante

toda a vida.
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Fonte: (TAMMEN; FRISO; CHOI, 2013).

Legenda: Mecanismos epigenéticos (metilagdo do DNA, modificagdes nas histonas e remodelamento da
cromatina) fornecem a ligagdo entre fatores ambientais (exposi¢d@o a toxinas, dieta restrita, patogenos,
drogas, etc) e alteragdes fenotipicas durante toda a vida.

4.6 EPIGENETICA NAS CGPS: METILACAO E DESMETILACAO DO DNA,
MODIFICACOES DAS HISTONAS, IMPRINTING GENOMICO E MICRO RNAs

Devido as CGPs diferirem das células somaticas por ter vias especificas de regulacio
seu processo de reprogramagdo epigenético também se torna tnico (KIMMINS; SASSONE-
CORSI, 2005). Sua reprogramagdo em mamiferos ocorre em fases distintas: durante sua
especificagdo, na fase migratoria, e na entrada da crista genital (KAFRI et al., 1992).
Submetem-se a mudancas envolvendo metilagao/desmetilagdo do DNA, varias modificagdes
das histonas e imprinting genomico. Contudo, tais acontecimentos acontecem em conjunto, ou
seja, a0 mesmo tempo em que ocorrem modificacdes pds-traducionais nas histonas, ocorre
reducdo nos niveis globais da metilagdo do DNA.

Em camundongos durante o inicio da especificacio das PGCs aproximadamente no
estagio E5.5 os niveis de SmC estdo os mesmos de outras células somaticas (OHINATA et al.,
2009; SEKI et al., 2007a). Contudo, durante o periodo de migragdo e colonizagdao

aproximadamente entre os estdgios de E8.0 a E13.5 ocorre a redug¢do dos niveis globais da
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metilacdo do DNA (5mC) (HACKETT; ZYLICZ; SURANI, 2012). Este padrao ¢ distinto entre
machos e fémeas. Em machos a desmetilacdo ocorre de forma passiva, enquanto que em fémeas
ocorre uma dréstica perda de SmC (REIK; SANTOS; DEAN, 2003).

A desmetilacdo do DNA nas regides diferencialmente metiladas (DMRs), pode ocorrer
de duas formas: através da desmetilagdo do DNA passiva ou ativamente. A passiva depende da
replicagdo do DNA e envolve a reducdo dos niveis globais de 5 metilcitosina (5SmC) e afeta a
producdo de BLIMP1 e PRDM14, como também desempenha uma importante fun¢do na
regulagdo da expressdo de genes imprinting (SURANI; HAYASHI; HAJKOVA, 2007). E a
segunda, envolve reacdes enzimaticas e a conversao de SmC em Shidroxmetilcitosina (ShmC)
pela acdo de enzima da familia Tet, que sdo capazes de realizar a oxidagao. Tal conversdo pode
contribuir para um processo de reprogramacdo nas fases iniciais e contribuir para o
comprometimento de uma linhagem estavel. (TAHILIANI et al., 2009).

Simultaneamente, com as mudangas de Smc e ShmC no DNA, as marcas repressivas de
histonas fizeram também parte da reprogramacgdo epigenéticas. Em camundongos, no estagio
E8.0, um dos primeiros eventos ¢ a perda da histona H3 da /isina 9 dimetilada (H3K9me?2),
uma marca repressora com alta estabilidade. Em seguida, no E8.5 e E9.0, ocorre o aumento da
histona H3 da lisina 27 trimetilada (H3K27me3), um marcador repressivo com plasticidade
aparente (HAJKOVA et al., 2008; SEKI et al., 2005, 2007a). Semelhante evento ocorre nas
ESCs, onde o estado de repressdo e aumento das histonas estdo envolvidos com o aumento de
genes associados aos pluripotentes como NANOG e SOX2 (SURANI; HAYASHI;
HAJKOVA, 2007). Além disso, o declinio da histona H3K27me3 em CGPs fémeas esta
relacionado ao periodo da inativagdo do cromossomo X (CHUVA et al., 2008).

Vale ressaltar que, em CGPs de camundongos, durante a sua migragao, exigem outras
duas modificagdes de histonas: o aumento da histona H3 da lisina4 dimetilada (H3K4me2) e
histona H3 da lisina 4 trimetilada (H3k4me3) e também a metilagdo simétrico de arginina 3 em
histonas H4 e H2A (H4 / H2AR3me2s) que ¢ catalisada pela proteina metiltransferase arginina.
Essas modificagdes sdo importantes na manutencdo da linhagem CGPs (TEE et al., 2010).
Quando as CGPs de camundongos atingem as gonadas, ocorre uma rapida perda de todas as
histonas (H9K3me2/me3, H3K27me3, H4 / H2AR3me2s) parecendo que o genoma submeteu-
se a uma fase de apagamento das marcas epigenéticas (DE FELICI, 2011) (DE FELICI, 2011).

Outro mecanismo paralelo de reprogramacao epigenética nas CGPs inclui o imprinting
gendmico. O imprinting gendmico em mamiferos foi descoberto aproximadamente em 1980,
através de dois experimentos sobre o desenvolvimento de embrides uni-parentais ou com

dissomia uni-parental em camundongos. Ambos os casos revelaram que os genes de mamiferos
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podem funcionar de formas diferentes, dependendo se proviessem do pai ou da mae (SURANI
et al.1984). Mais tarde, no inicio de 1990, seguiu-se a descoberta dos primeiros genes imprinted,
que foram, de fato, expressos, de maneira diferente, nos cromossomos materno e paterno,
distinguindo-se um do outro como resultado de uma metilagdo diferencial dos gametas
(DECHIARA; ROBERTSON; EFSTRATIADIS, 1991).

Dessa forma, pode-se afirmar que o imprinting gendmico ¢ um padrao de modificacio
do DNA que ocorre somente a expressdo de um dos alelos parentais. Os genes imprinting
possuem apenas um alelo ativo (podendo ser materno ou paterno), o alelo inativo estd
epigeneticamente marcado por modificacdo das histonas e/ou metilacdo das citosinas
(HANNA; KELSEY, 2014). Estas alteracdes epigenéticas ocorrem num dos alelos do gene
imprinting, enquanto que o outro alelo permanece desmetilado e ativo (REIK; DEAN, 2001).
Deste modo, o encontro dos dois alelos parentais, um metilado e outro ndo metilado, na
fertilizagdo, ird permitir um desenvolvimento embrionario normal na funcdo celular sem alterar
o genoma em si (REIK; SANTOS; DEAN, 2003) (Figura 5). Além do mais, o imprinting
gendmico, nas CGPs, estabelece um nova marca de metilagdo, conforme o sexo do embrido, e
faz com que estas marcas sejam passadas corretamente para as proximas geragdes
(KAWASAKI et al., 2014). Um estudo dirigido por Hajkova et al., (2002) demostrou que o
apagamento dos imprinting ocorre quando as CGPs entram na crista gonadal, onde as regides
de controle de imprinting (ICRs, do inglés imprinting control regions) retém suas marcas de
metilacdo até o estagio E11,5 antes de acontecer a desmetilagdao. Depois, os novos padrdes de
metilacdo dos imprinting s6 irdo acontecer durante a diferenciacdo sexual. Nas células
germinativas masculinas de camundongos, o estabelecimento do imprinting paternais sao
adquiridos antes do nascimento, ao redor do estagio E14,5 nas células pré espermatogonias
(DAVIS et al., 2000). Em contraste, em fémeas, os imprinting maternais sdo adquiridos depois

do nascimento, durante o crescimento dos ovocitos (LUCIFERO et al., 2004).



46

Figura 3 - Esquema de imprinting genomico.
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Fonte: (REIK; SANTOS; DEAN, 2003).

Legenda: Esquema de imprinting gendmico. Imprinting metilagio sdo introduzidas nos odcitos e espermatozoides
em diferentes genes imprinting (ICI e IC2 sdo chamados de centro imprinting). A metilagdo diferencial
¢ mantida apo6s a fertilizagdo e ¢ “lida” ou convertida na diferentes expressdes dos genes em embrides
e adultos.

Outras modificagdes epigenéticas sdo os RNAs ndo-codificantes. Elas controlam a
expressdo génica embrionaria por varios meios, variando desde a degradacdo de mRNAs
induzidas por microRNA até a modificacdo de cromatina mediada por ncRNA longa. Muitos
aspectos da embriogénese parecem ser controlados pelos ncRNAs, incluindo a transicao
materno-zigética, a manuten¢do da pluripoténcia, a padronizacdo dos eixos corporais, a
especificagdo e diferenciacdo dos tipos celulares e a morfogénese dos orgaos (PAULI et al,
2011).

MicroRNA (miRNAs) ¢ o nome do conteido para os RNAs de 22 nucleotideos de
comprimento que desempenha um papel importante na regulacao de genes em cé¢lulas animais
e vegetais (Bartel, 2009). Os miRNAs associam-se a uma classe especifica de proteinas
conhecida como Argonaute para formar miRNPs que se ligam aos alvos para induzir a repressao
mediada por miRNA em células animais (HUTVAGNER; SIMARD, 2008). A traducao de um
miRNA envolve diferentes fatores que estdo envolvidos no processo de recrutamento de
subunidades ribossomicas e para assegurar o inicio correto da sintese de proteinas. Ha

evidéncias crescentes de que os miRNAs interferem no processo de iniciagdo da tradugdo
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(PILLAI et al, 2005). Na linhagem germinativa, os micro RNAs (piRNAs) desempenham uma
acdo importante na expressdo da regulacdo génica durante o desenvolvimento das CGPs.
Durante o desenvolvimento das CGPs em camundongos ¢ reconhecido que os 0 miRNAS 290-
295 e os miRNAs-17-92 sdo significantes e abundantes e a auséncia deles resulta na deficiéncia
do numero de CGPs, bem como, no comprometimento da migragao destas células (HAYASHI
et al., 2008). Novos estudos vém esclarecendo e descobrindo novas a¢des dos microRNAs na
CGPs. Um exemplo ¢ o estudo dirigido por Bhin et al., (2015) que encontrou nove novos
miRNAs (miR-10b, -18a, -93, 106b, -126-3p, -127, -181a, -181b, e -301) altamente expressos
em CGPs nos estagios de E12,5 e E15,5, como também em células estaminais espermatogdnicas
(SSCs) aos 5 dias pos-parto (dpp), os quais desempenham ag¢des importantes na regulagao
celular das CGPs.

Deste modo, pode-se concluir que as mudangas epigenéticas, como desmetilagdo ativa
ou passiva, mudangas na cromatina, gendmico imprinting e micro RNAs sdo eventos essenciais
para o normal desenvolvimento das CGPs. Pois estes processos auxiliam a prevenir a heranca
de epimutagdes, protegendo a espécie para que ndo haja um clone da mesma prole

(GODMANN; LAMBROT; KIMMINS, 2009).



48

5 FLUXO GRAMA

Para melhor compreensdo sdo demonstrados os resultados em duas etapas conforme

demonstrado no fluxo grama abaixo:
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6 EXPERIMENTO 1 - DESENVOLVIMENTO DAS CGPS NAS GONADAS
MASCULINAS CANINAS.

Devido as GGPs masculinas modificarem suas morfologia durante seu desenvolvimento
a células pré espermatogonias e ambas retém a expressdo de fatores pluripotentes, nossa
hipotese ¢ que :1) Durante o desenvolvimento das gonadas 4 testiculo fetal as CGPs e as células
pré espermatogoniais sdo epigeneticamente reprogramadas.

Para esse primeiro experimento visou identificar o perfil de marcadores e genes nas
CGPs caninas (cCGPs) em diferentes estagios do desenvolvimento do embrido e feto (Figura
6). Para melhor compreensao nos dividimos o periodo de gestagdo em trés estagios. O primeiro
estagio, corresponde ao perido inicial (fase embrionaria com embrides de 22 a 30 dias pds
fertilizagdo (pF) ). O segundo estdgio, corresponde ao periodo do intermedidrio (fase de
diferenciagdo sexual e transformacdo morfoldgica da gonada com inicio dos corddes
testiculares, 35-40 pF); e a terceiro estagios, corresponde ao perido final (em que a génada

completa suas modificagcdes morfogicas e se desenvolve nos testiculos fetais, 45-50 pF).

Figura 4 — Esquema do experimento 1: desenvolvimento das CGPs nas gonadas masculinas caninas.
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Fonte: SOUZA, A.F.; 2017

Legenda: Esquema do experimento 1: desenvolvimento das CGPs nas gonadas masculinas caninas. Demonstra
que foi realizado um perfil dos principais genes e marcas epigenéticas durante o desenvolvimento das
CGPs.

6.1 MATERIAL E METODO
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A pesquisa foi realizada no Laboratorio de Imunohistoquimica e Fisiologia
Experimental (LIFE), localizado no Departamento de Medicina Veterinaria da Faculdade de
Zootecnia e Engenharia de Alimentos (FZEA) da Universidade de Sao Paulo, campus

Pirassununga.

6.1.1. Animais

Os embrides e fetos caninos utilizados neste trabalho foram obtidos durante campanhas
de castragdo, através do método cirurgico eletivos de ovario-salpingo-histerectomia (OSH), na
cidade de Pirassununga-SP e Sao Paulo-SP, conduzidos e aprovados pelo Comité de Etica no
Uso de Animais - CEUA da Faculdade de Zootecnia e Engenharia de Alimentos, Universidade
de Sao Paulo n° protocolo 13.1.1729.74.2 e CEUA da Faculdade de Medicina Veterinaria e
Zootecnia, Universidade de Sao Paulo n° protocolo 7043240215.

Ap0s as coletas, os embrides e fetos foram analisados para o desenvolvimento de
morfogénese e medidas Crown-Rump (CR), determinadas de acordo com os métodos de PIERI
et al., (2015). Para melhor compreensdo os embrides foram coletados entre os periodos
gestacionais de 22 a 30 dias de gestagdo que corresponde antes da diferenciagdo sexual. Os
fetos foram coletados em dois periodos gestacionais: primeiro aos 35 a 40 dias corresponde ao
comego da diferenciagdo sexual e o segundo aos 45 a 50 dias de gestagdo em que as gonadas
passam ser as precursoras dos testiculos. Apds o periodo de 50 dias de gestacao, ndo foi possivel
obter o material biologico, devido ao risco cirurgico para a cadela gestante e aos confrontos
éticos dos animais. Uma vez que a gestacdo de cadelas tem a duragdo de 55 a 60 dias de

gestacao.

6.1.2 Gendtipo Sexual

A extracdo dos tecidos embrioldgicos caninos foi realizado, essencialmente, como

previamente descritos por (NOWACKA-WOSZUK et al., 2007) e foram realizadas analises de
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PCR com primers especificos para o gene SRY (sequéncia 5'-AAG GCC ACG GCA CAG
AAA AGT CAC 3’, sequéncia reversa 5'-AAG AAG CGT CAG CGG ACA TCT GTQG). As
condi¢des das reagcdes de PCR consistem em uma etapa inicial de desnaturagdo a 93°C durante
3 minutos, seguidos por 35 ciclos de desnaturagdo; 93°C por 40s, reaquecimento dos primers
em temperaturas de 54 a 65°C por 40s, elongacdo a 72°C por 1 minuto, elongacao final a 72°C
por 10 minutos. Para os controles positivos foram usados testiculos caninos adultos e ovario

canino adulto, Os produtos dos ciclos foram analisados em gel de agarose 2%.

6.1.3 Coloraciao de acido Periddico-Schiff (PAS)

Para a coloracdo de PAS nos utilizamos embrides masculinos entre as idades de 25, 27-
28 e 30 dias de gestagdo. Os embrides foram fixados em solugdo tampao de paraformol 4%
(PFA 4%), embebidas em parafina, e seccionadas com espessura de 3pum. Apods a
desparafinizacdo do tecido as laminas foram incubadas com 1% de 4cido periddico a uma
temperatura de 56°C por 30 minutos. Prosseguiu-se com a lavagem em agua ultra pura MiliQ
e seguindo de coloragdo do reagente de Schiff em temperatura ambiente por 30 minutos. Apos
este procedimento, as laminas foram lavadas durante 10 minutos em agua ultra pura MiliQ e
coradas com Hematoxilina de Harrys durante 5 minutos (coloracdo de fundo) e lavadas em
agua corrente. Seguiu-se com a hidratagdo na concentragdo crescentes de alcoois 70%, 95%,
100% e em xilol por duas vezes. Uma gota de cola Permount (Fisherchemicals, cat. # 096403)
foi colocada sobre a ldmina para a montagem e sobre esta, uma laminula. Em seguida os cantos
das laminulas foram limpos e armazenados em temperatura ambiente para a secagem. As
laminas foram analisadas no microscopio de luz Zeiss KS400 (Zeiss, Gottingen, Alemanha),

com imagens de 4X, 10X e 40X.

6.1.4. Imunohistoquimica

Os embrides masculinos e as gonadas fetais masculinas foram fixados em solucdo
tampao de paraformol 4%, embebidos em parafina e seccionados com espessura de 3pum. O

antigeno de recuperagdo foi realizado por micro-ondas 0.01 M de reagente citrico pH 6.0 por
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12 minutos a 92°C. Em seguida, as laminas foram lavadas 2x em solu¢do tampao fosfato
(Phosphate-bufferid saline -PBS) com pH 7,2 e 1x em solu¢@o tampao fosfato com 0,1% Tween
(Synth — Brasil) (Phosphate-bufferid saline tween -PBS-T). Para a melhor marca¢do do
anticorpo, as laminas foram incubadas com 4M de solucdo de acido cloridrico (HCI) por 20
minutos a 37°C. Depois, as mesmas foram bloqueadas com 0,3% de peréxido de hidrogénio
com solu¢do PBS por 20 minutos e incubadas com o anticorpo primario policlonal mouse anti
5mC (1:500, ab10805, Abcam, Cambridge, Inglaterra, Reino Unido) durante a noite (em inglés,
overnight) a 4°C. Controles negativos foram realizados pela auséncia de anticorpos primarios.

Seguidamente, as laminas foram lavadas trés vezes em PBS 1X durante cinco minutos.
Em seguida, os cortes receberam uma gota do anticorpo secundario Kit Dako (cat# K4069-2
Dako, USA) e foram levadas para camara imida a temperatura ambiente durante 30 minutos.
Prosseguiu-se com a adi¢ao do revelador Dako-advance HRP (cat#K4069 HRP, Dako, USA).
Os cortes foram corados pela hematoxilina de Harris durante 5 minutos (colorac¢ao de fundo) e
lavadas em 4gua corrente. Seguiu-se com a hidratagdo nas concentragdes crescentes de alcodis
70%, 95%, 100% e xilol por duas vezes. Uma gota de cola Permount (Fisherchemicals, cat. #
096403) foi colocada sobre a lamina para a montagem e sobre esta, uma laminula. Em seguida,
os cantos das laminulas foram limpos e armazenados em temperatura ambiente para a secagem.
As laminas foram analisadas no microscopio de luz Zeiss KS400 (Zeiss, Gottingen, Alemanha),

com imagens de 4X, 10X e 40X.

6.1.5. Imunofluorescéncia

Para as analises de imunofluorescéncia os embrides masculinos e as gonadas fetais
masculinas foram fixados durante 24h em solucdo de paraformoldeido 4%, desidratados,
embebidas em parafina, e seccionadas com espessura de 3um. O antigeno de recuperagdo foi
realizado por micro-ondas 0.01 M de reagente citrico pH 6.0 por 12 minutos a 92 °C.
Seguidamente as laminas foram lavadas 2x PBS com pH 7,2 e 1x em PBS-T. As laminas foram
bloqueadas com 1% de Soro Bovino (BSA,Sigma-Aldrich Corp., St. Louis, MO, USA ) com
0.1% Tween-20 (PBS-T). Prosseguiu-se com a incubag¢ao dos anticorpos primarios diluidos em
solu¢do bloqueio por 1 hora em temperatura ambiente (Tabela 1). Os anticorpos primarios

utilizados neste estudo foram escolhidos por estarem presentes em diferentes estdgios de
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desenvolvimento das CGPs e também por apresentaram homologia de mais de 95% com a
espécie canina. Outros anticorpos também foram testados para identificar as cCGPs, porém pela
a falta de um anticorpo especifico com a espécie canina e pela a baixa homologia das proteinas
com a espécie canina ndo obtivemos resultados o satisfatérios com as técnicas de
imunofluorescéncia e imunohistoquimica (Tabela 2). Controles negativos foram realizados pela
auséncia de anticorpos primarios. Embrido canino com 15 dias de gestacao foi utilizado como
controle positivo para os anticorpos: DPPA3, os anticorpos de marcas reprossoras de histonas
como, H3K27me3 e H3K9me?2 e os anticorpos que indicam metilagdo do de DNA como, SmC
e hidroximetilagio do DNA, 5hmC. Para o controle positivo do anticorpo DDX4 foram
utilizados testiculos caninos pré-puberes e adultos.

Ap6s, este periodo as ldminas foram novamente lavadas 2x em PBS e 1x em PBS-t.
Seguiu-se com a incubacdo do anticorpo secundario por 1 hora em temperatura ambiente
(Tabela 3). Prosseguiu-se com as lavagens das laminas e os nucleos das células foram contra
corados com Hoechst (Hoechst (Trihydrochloride, Trihydrate, cat#33342, Invitrogen, Calsbad,
CA, USA). As laminas foram montandas com ProLongGold (Life Technologies cat# P36930,
Life technology; Calsbad, CA, USA) e armazenado a 4°C. Todos os dados foram processados
com uso de microscopio de fluorecéncia Leica DMRA (Leica, Wetzlar, Germany) com camera
de cliques frios HQ2 (Photometrics, Tucson, USA) ou microscopio de fluorescéncia Leica
AF6000 equipado com camera digital Hamamatsu EM-CCD C9100 (Leica Microsystems,
Wetzlar, Germany) em aumentos de 10X e 40X.

Tabela 1 — Lista de anticorpos primarios utilizados nos ensaios de imunofluorescéncia.

ANTICORPO HOSPEDEIRO DILUICAO N°CATALAGO/EMPRESA
SOX2 ANTI-RABBIT 1:100 ab97959 / ABCAM

POUS5F1 ANTI GOAT 1:100 sc-8629/ SANTA CRUZ
DDX4 ANTI RABBIT 1:500 ab13840 / ABCAM

DPPA3 ANTI RABBIT 1:200 sc67249/ SANTA CRUZ
DAZL ANTI RABBIT 1:500 ab34139/ ABCAM

SHMC ANTI RABBIT 1:500 ap9160a/ ABGENT
H3K27ME3 ANTI RABBIT 1:500 7449/ MILIPORE
H3K9ME2 ANTI RABBIT 1:500 7441/ MILIPORE

Fonte: SOUZA, A.F.; 2017
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Anticorpo Funcionalidade

oKit Desenvolvimento
das CGPs

oKit Desenvolvimento
das CGPs

Fibronectin  Adesdo celular

Laminin Matriz extracelular

Nanog Pluripotencia
Nanog Pluripotencia
Nanog Pluripotencia
Nanog Pluripotente.
Pecam Célula germinativa
Podoplain  Citoesqueleto
Pluripotencia
SSEA1 /célula
germinativa
Pluripotencia
SSEA1 /célula
germinativa

Localizagao
celular

Membrana

Membrana

Membran

Membran

Nucleo

Nucleo.

Nucleo.

Nucleo.

Membrana

Membran

Citoplasma

Citoplasma

Hospedeiro Companhia

. Santa Cruz,
rabbit Ab 5535
. Abcam, Ab
rabbit 5506
. Abcam,F-
rabbit 3648.2
Abcam,
mouse Ab11574
. Abcam, Ab
rabbit 20892
at Santa Cruz,
£0 Sc 30331
at Tebu, 500-
g0 P236A
¢ R&D
goa AF2729
¢ Santa Cruz,
god sc1506
Reliatech
mouse Gmbh101-
M41
Santa
mouse
2
Milipore,
MOuse  MAB4301

Controle positive na
espécie canina

Auséncia nas Gonadas
embrides e fetos.
Positivo em tumor de
mama canino.

Auséncia nas Gonadas
embrides e fetos.
Positivo em tumor de
mama canino.

Negativo nos Embrides
com 25, 27-28 e 30 dias
de gestagdo

Negativo nos Embrides
com 25, 27-28 e 30 dias
de gestagdo

Negativo nas Gonadas
embriodes e fetos

Negativo nas Gonadas
embriodes e fetos

Negativo nas Gonadas
embriodes e fetos

Negativo nas Gonadas
embriodes e fetos

Negativo nas Gonadas
embriodes e fetos

Negativo nas Gonadas
embriodes e fetos

Ausente ou Negativo

Cruz,Sc2170 nas Génadas embrides e

fetos e nas cCGEs

Ausente ou Negativo

nas Gonadas embrides e

fetos e nas cCGEs

Controle
positive

Positivo para a
Goénada de
camundongo

Positivo para a
Goénada de
camundongo

Positivo para a
Goénada de
camundongo e
humana

Positivo para a
Goénada de
camundongo e
humana o

Gonada de
camundongo e
humana

Positivo para a
Goénada de
camundongo e
humana

Positivo para a
Goénada de
camundongo e
humana

Positivo para a
Goénada de
camundongo e
humana

Positivo para a
Goénada de
camundongo e
humana

Positivo para a
Goénada de
camundongo e
humana

Positivo para a
Goénada de
camundongo

Positivo para a
Goénada de
camundongo

Fonte: SOUZA, A.F.; 2017
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Tabela 3 — Lista de anticorpos secundarios utilizados nos ensaios de imunofluorescéncia.

ANTICORPO HOSPEDEIRO DILUICAO N°CATALAGO/EMPRESA

ALEXA FLUOR 488 DONKEY ANTI 1:500 A-11058, Life Technologies
RABBIT

ALEXA FLUOR 594 DONKEY ANTI 1:500 A-21203, Life Technologies
GOAT

Fonte: SOUZA, A.F.; 2017

6.1.6. Extracio de RNA, sintese de cDNA e reagio polimerase em cadeia em Tempo Real
(RTq-PCR)

Para a extracao de RNA utilizou-se células germinativas do periodo inicial (22-30 pF,
n=3/idade), periodo intermediario (35-40 pF, n=3/idade) e periodo final (45-50 pF, n=3/idade).
O tecido das gonadas foram isoladas usando o reagente Trizol (Life Technologies, Carlsbad,
CA,USA) de acordo com as instrugdes do fabricante e a qualidade das extracdo do RNA foi
quantificada pelo espectrofotdometro (Nanodrop ND-1000, Nanodrop Technologies, Inc.,
Wilmington Delaware, USA). Para a sintese de cDNA utilizamos o kit High-Capacity cDNA
Reverse Transcription Kitight (Life Technologies, Carlsbad, CA,USA) de acordo com as
instrugdes do fabricante.

Para as andlises de RTq-PCR, primeiramente foi realizada a valida¢do dos primers
conforme descrito por Pieri (2016) (dados ndo publicados) e a sequéncia de primers NANOGe
GADPH foram retirados da literatura (LEE et al., 2014) (Tabela 4). Enquanto, que o primer
POUSFI1, DDX4, DAZL e DPPA3 foram desenhados utilizando o programa Primer 3 plus
(http://www.bioinformatics.nl/cgi-bin/primer3plus/primer3plus.cgi/) (Tabela 4). Apds, a

validagdo prosseguiu-se com as analises de qPCR usando SYBR Green Master Mix (Cat#
4367659,Applied Biosystems, Life Technologies, Carlsbad, CA). As reagdes foram
processadas no instrumento Step One Plus Real-time PCR system (TermoFisher- Scientific n°
4376600, USA) sob as condi¢des de fase pré-ciclo foi mantida a de 95°C por 10 minutos, sendo
40 ciclos: desnaturagdo, aumento de temperatura e separagdo da fita dupla (95°C, 15 minutos),
seguido do anelamento dos primers a regido homologa no cDNA (60°C por 1 minuto) e por fim
a curva de dissociagdo 72°C, por 45segundos). Como controle negativo da reagdo utilizou-se a
mesma rea¢ao sem a adi¢ao da amostra de cDNA e como controle positivo, utilizamos testiculo

de cdo na fase pré-pubere e adulto. Toda a reagdo foi realizada em triplicata.
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O método empregado para a andlise foi de quantificacdo relativa com corre¢do pela
eficiéncia do primer, e os dados subministrados pelo o software do equipamento Step One Plus
(Step one software versao 2.3) e analisados com o programa LinReg PCR (Versao 2015.0). As
razdes da expressdo do genes alvo (POUSF1, DPPA3, DDX4, NANOG e DAZL) foram
normalizadas pela razdo da expressio do controle endéogeno GADPH empregando a
metodologia de correcao de eficiéncia da equagdo do Pfaffl (PFAFFL, 2001).

Para as analises estatisticas foram realizados o teste de variancia (ANOVA, p<0.05), e as
diferengas entre os genes e os periodos avaliadas foram comparados pelo o teste de Turkey
(p<0.05) usando o software Graphpad Prism 4. Foram realizados os testes de coeficiente de
correlacdo de Pearson, no qual demonstra os valores de correlagdo das CPGs durante o estagio

embriondrio e fetal entre os genes.

Tabela 4 - Sequéncia de primers de cdes (Canis lupus familiares) para analise de q-PCR .

GENES SEQUENCIA DE PRIMER SEQUENCIA DE PRIMER ANELAMENTO

FORWARD REVERSE (°C)
GADPH CTTCACCACCATGGAGAAGC CAGCTCAGGGATGACCTTGC 60
NANOG ACCTCAGTCTCCAGCAGATG TCTGACTGTTCCAGGAGTGG 60
POU5SF1 GGTGGAGGAAGCTGACAACA GTTCGCTTTCTCTTTCGGGC 60
DDX4 CATACCACCTCCTCCACCTG TGTCTGACAGAGATTAGCTTCCTC 59.60
DAZL ACTGGTGTGTCCAAAGGCTAT GGACGAGGCTGCACATGATA 59.90
STELLA AACTCCCTTCCCCTCTACCA CGCTGGTACTGAATCAATCG 59.60

Fonte: SOUZA, A.F.; 2017
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6.2 RESULTADOS

6.2.1 Gendtipo Sexual

Durante as coletas dos embrides (22-30 dias de gestacdo) foram realizadas a técnica de
coloracdo Hematoxilina e Eosina para verificar a morfologia das cristas gonadais, podendo
assim identificar os sexos. Contudo, as cristas gonadais durante o periodo embrionario
apresentaram morfologicamente um tecido altamente compactado ndo podendo distinguir os
fendtipos celulares para caracterizar os sexos. Somente a partir de 35 dias de gestagdo foi
possivel identificar pela a microscopia de luz os sexos dos fetos.

Deste modo, realizamos o gendtipo sexual para determinar os sexos dos embrides entre
as idades de 15 a 30 dias de gestagdo; para este procedimento utilizamos a técnica de PCR para
o gene masculino SRY. Como resultado, houve a presenga do gene SRY no fragmento 271bp
dos embrides n° 5 (15 dg), 7 (22 dg), 8 (25dg), 9 (27-28dg) e 10 (30dg), confirmando serem do
sexo masculino. Os embrides de niumeros 2(22 dg), 3 (25 dg), 4 (27-28 dg) e 6 (30 dg) ndo
apresentaram presenca do gene SRY, ou seja possiveis embrides femininos. (Figura 7). Como
controle positivo utilizamos o testiculo canino adulto (n° 1) e controle negativo ovario canino
adulto (n° 2)

Figura 5 - Eletroforese do gene SRY no fragmento 271bp.

Fonte: SOUZA, A.F.; 2017

Legenda: Eletroforese do gene SRY no fragmento 271bp. Seguindo da direita para a esquerda o n°l, representa o
controle positivo testiculo canino adulto e o n°2 o controle negativo ovario canino adulto. O n°® 5
embrido masculino na idade gestacional de 15 dias; n°7 embrido de 20 de gestagdo; n°8 embrido de 25
de gestacdo; n°9 embrido de 27-28 dias de gestagdo e por Gltimo n°10 embrido de 30 dias de gestacdo
apresentavam a presenca do gene SRY confirmando ser do sexo masculino. Nos niimeros 2,3,4 e 6
foram resultados de possiveis embrides femininos entre as idades de 20,25, 27-28 e 30 dias de gestacao.
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6.2.2. PAS, Imunohistoquimica e Imunofluorescéncia

As analises de imunofluorescéncia e imunohistoquimica foram conduzidas para avaliar
a expressao de marcadores associados as cCPGs nas gonadas durante o periodo embrionario e
fetal

No periodo inicial (22-30pF) foi possivel visualizar as cristas gonadais e lateralmente a
ela os mesonefros em proeminentes tibulos situados lateralmente do futuro sistema urogenital.
Os tubulos dos mesonefros sdo compostos por células epiteliais, as quais formam epitélio
cubico simples e sdo enroladas ao redor de vasos sanguineos e uma camada protetora serosa.
Na porcao caudal deste 6rgdo, é possivel verificar a presenca do tecido metanefro ou rim
primitivo. As primitivas gonadas estdo localizadas na por¢do medial e neste periodo elas sao
chamadas de gonadas indiferenciadas, pois ndo ¢ possivel identificar os sexos morfologica e
histologicamente. Foram realizados os ensaios com coloragdo de PAS nos embrides com 25,
27-28 e 30 dias de gestacdo. A coloracdo de PAS ¢ um método para verificar a presenca de
deposito de glicogénio em tecidos. A reagdo do acido periddico seletivamente oxida os residuos
de glicose, produzindo aldeidos que reagem com o reagente de Schiff produzindo uma cor
purpura-magenta. A reatividade das CGPs com a coloragdo de PAS foram insatisfatorios, pois

ndo houve a presenca da coloragdo ao redor do citoplasma das cCGPs (Figura 8).
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Figura 6 — Coloragdo histologica de acido Periddico-Schiff (PAS) nos embrides com 25, 27-28 e 30 dias de
gestacao.

L

Fonte: SOUZA, A F.; 2017

Legenda: Colorag@o histologica de acido Periddico-Schiff (PAS) nos embrides com 25 (Fotomicrografias A e Al),
27-28 (Fotomicrografias B ¢ B1) e 30 dias (Fotomicrografias C e C1) de gestagdo. Figura A, demonstra
a coloragdo de PAS nas gonadas (G) do embrido com 25 dias de gestacdo. Al em maior aumento
evidencia a génada com o resultado insatisfatorio para a coloragdo de PAS. Figura B demonstra a
colorag@o de PAS nas gonadas (G) do embrido com 27-28 dias de gestacdo. Bl em maior aumento
evidencia a gonada com o resultado insatisfatorio para a coloragdo de PAS. Figura C demonstra a
colorag@o de PAS nas gonadas (G) do embrido com 30 dias de gestagdo. C1 em maior aumento evidencia
a gonada com o resultado insatisfatorio para a coloragdo de PAS. Figuras A, B 4X e C 3X (Barra:50pum).
Figuras A, B e C 20X (Barra:50pum).
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Através do ensaios imunofluorescéncia pode-se observar que as cCPGs masculinas
possuem baixa detec¢do do anticorpo POUSF1 (Figura 9, 10 e 11) (Tabela 5). As células que
mostraram positividade para este marcador possuiam como caracteristicas morfologicas
esféricas ou arredondadas com nucleos grandes, caracteristicas que assemelham-se as células
germinativas. Também pode-se visualizar imunopositividade para POUSF1 nas regides do
mesentério e na aorta dorsal (Figura 12).

Para o marcador de membrana DDX4 foram encontrados apenas duas células positivas
nas CGPs nos embrides com 27-28 e 30 dias de gestagao (Figura 11 e 13) ) (Tabela 5). Também,
visualizou-se aparente expressdao de DDX4 na regido do mesentério no embrido de 27-28 dias
de gestagao (Figura 12). Enquanto, que para o marcador citoplasmatico DAZL visualizou-se
imunopositvidade nas CGPs no embrido de 30 dias de gestacdo com co-localizagdo positiva da
proteina POUSF1 (Figura 13) (Tabela 6). Nao houve existéncia do marcador DPPA3 em todos
os estagios embriondrios.

Para o perfil epigenético das marcas repressivas de histonas utilizamos os anticorpos
H3K9me2 e H3K27me3 com dupla marcagdo para o anticorpo germinativo POUSF1. Para o
anticorpo H3K27me3 verificou-se imuno positividade nas células germintivas e nas células
somaticas em todos os periodos embriondarios. Contudo, para o anticorpos H3K9me?2 nao houve
marcagdo nas CGPs e nas células somaticas

Através dos anticorpos de SmC e ShmC foram analisados a dindmica de metilagdo e
hidroximetilagdo da citosiana durante o desenvolvimento embrionario e fetal das cCGPs. Pela
a técnica de imunohistoquimica foi visualizado a metilagdo do DNA nas células germinativas
e nas células somadticas durante diferentes estdgios do desenvolvimento embrionario e fetal. No
embrido de 22 dias de gestacdo ndo houve quaisquer marcagdes nas células cCGPs e nas células
somaticas que compde o tecido das cristas gonadais (Figura 14). Contudo, nos periodos
seguintes com, 25, 27-28 e 30 dias de gestagdo houve um aumento da marcagao para o anticorpo
5mC nos nucleos das células que compdem a regido da crista gonadal (Figura 14). Para o
anticorpo ShmC foram realizados os ensaios de imunufluorescéncia com co-localizagdo para o
anticorpo germinativo POUSF1 e nossos resultados mostram que ndo houve marcagdo do
anticorpo ShmC nas células germinativas e nas células somaticas durante todos os periodos
embriondrios. Permanecendo, somente a marcagdo nas células germinativas para o anticorpo
POUSF1 (Figura 9,10,11 e 13).

Devido ao anticorpo H3K27me3" estar presente em todo o tecido da crista gonadal, fica

inviavel quantificar o nimero exato de células presentes para este anticorpo. Aos marcadores
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ShmC e H3K9me2 houve ausente marcacao, deste modo ndo foi quantificado o ntimero de

células germinativas.
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Figura 7 - Morfologia e Imunofluorescéncia do embrido canino com 22 dias de gestagdo. (CR 1cm).

HOESCHT o DDX4- 488 POUSF1-594

HOESCHT SHMC- 488 POUSF1-594

; -rﬂ(z ¢ -

50pm
HOESCHT H3K9 me2- 488 POUSF1-594

-

Fonte: SOUZA, A.F.; 2017
Legenda: Morfologia ¢ Imunofluorescéncia do embrido canino com 22 dias de gestagdo. (lcm). Figura A
fotomacrografia da seccdo longitudinal do embrido canino macroscopicamente. Figura BI1,
fotomicrografia da secc¢do longitudinal do Mesonefro e Crista gonadal 10X (Barra:50um) e B2 Crista
gonadal 40X (Barra:50pm). Figura C demonstra inexisténcia da proteina germinativa DDX4 e a
imunomarcag¢do nuclear da proteina pluripotente e germinativa POUSF1 na regido crista gonadal (seta
amarela). As figura D, E ¢ F demonstram a se¢do de imunofluorescéncia para o marcador epigenéticos
ShmC, H3K27me3 e H3K9me2 respectivamente com co-localizagdo para o anticorpo pluripotente
POUSF1. Figura D, demonstra inexisténcia do anticorpo ShmC e positivo para a proteina nuclear
POUSF1 (seta amarela). Figura E elucida imunofluorescéncia para a modificagdo da histona H3K27me3
em todo tecido da crista gonadal e positiva marcagdo para POUSF1 (seta amarela). Figura F observa-se

inexisténcia da proteina para o anticorpo H3K9me2 e positivo para POUSF1 (seta amarela). 60X
(Barra:50um).

50pm
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Figura 8 - Morfologia e Imunofluorescéncia do embrido canino com 25 dias de gestagdo. (CR 1,5cm).

A B1

MERGE

HOESCHT DDX4- 488 -
C
—

HOESCHT H3K27me3- 488 POUSF1-594

--

HOESCHT H3K9 me2- 488 POUSF1-594
- -
Fonte: SOUZA, A.F.; 2017

Legenda: Morfologia e Imunofluorescéncia do embrido canino com 25 dias de gestagdo. (1,5cm). Figura A
fotomacrografia da secgdo longitudinal do embrido canino. Figura B1, fotomicrografia da sec¢do sagital
do embrido canino 4X (Barra:50um) e B2 evidenciando 1-mesonefro, 2-crista gonadal e 3-metanefro
40X (Barra:50pm). Figura C, demonstra inexisténcia da proteina germinativa DDX4 e imunomarcagéo
nuclear da proteina pluripotente ¢ germinativa POUSF1 na regido crista gonadal (seta amarela). As
figura D, E e F demonstram a se¢do de imunofluorescéncia para o marcador epigenéticos ShmC,
H3K27me3 e H3K9me2 com co-localizagdo para o anticorpo pluripotente POUSF1. Figura D,
demonstra inexisténcia do anticorpo ShmC e positivo para a proteina nuclear POUSF1 (seta amarela).
Figuras E destaca a imunofluorescéncia para a modificacdo da histona H3K27me3 em todo tecido da

crista gonadal e inexisténcia da proteina POUSF1. Figura F observa-se inexisténcia para o anticorpo de
histona H3K9me?2 e para POUSF1. 60X (Barra:50um).
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Figura 9 - Morfologia e Imunofluorescéncia do embrido canino com 27-28 dias de gestagdo. (CR 2cm).

HOESCHT DDX4- 488 MERGE

HOESCHT POUSF1-554

HOESCHT

Fonte: SOUZA, A.F.; 2017

Legenda: Morfologia ¢ Imunofluorescéncia do embrido canino com 27-28 dias de gestagdo. (2cm). Figura A
fotomacrografia da seccdo longitudinal demonstrando o embrido macroscopicamente. Figura BI,
fotomicrografia da secgdo sagital do embrio canino 4X (Barra:50um) e B2 evidenciando 1-mesonefro,
2-crista gonadal e 3-metanefro.40X (Barra:50pum). Figura C, demonstra inexisténcia da proteina
germinativa DDX4 e imunomarcacdo nuclear da proteina pluripotente e germinativa POUSF1 na regido
crista gonadal (seta amarela). Figura D, E e F demonstra a se¢@o de imunofluorescéncia para o marcador
epigenéticos ShmC, H3K27me3 e H3K9me2 com co-localizagdo para o anticorpo pluripotente
POUSF1. Figura D, demonstra inexisténcia do anticorpo hidroximetilagdo ShmC e positivo para a
proteina nuclear POUSF1 (seta amarela). Figuras E mostra imunofluorescéncia para a modificagdo da
histona H3K27me3 em todo tecido da crista gonadal e marcagdo para POUSF1 (seta amarela). Figura F

observa-se inexisténcia para o anticorpo de histona H3K9me2 e positivo para proteina POUSF1 (seta
amarela). 60X (Barra:50pm).

POUSF1-594
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Figura 10 - Imunofluorescéncia do embrido canino com 25 e 27-28 dias de gestacdo na regido do mesentério e
aorta dorsal.

POUSF1- 594
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-.
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Fonte: SOUZA, A.F.; 2017

Legenda: Imunofluorescéncia do regido do mesentério e aorta dorsal de embrides caninos com 25 e 27-28 dias de
gestacdo.. Na figura A, demonstramos a regido do mesentério no embrido com 25 dias de gestagao,
destacando na seta amarela a imunopositividade para o marcador POUSF1. A figura B, destaca a regido
da aorta dorsal no embrido com 25 dias de gestacdo, seta amarela a imunopositividade para o marcador
POUSF1. A figura C, determina a regido do mesentério no embrido com 27-28 dias de gestagdo,
destacando na seta vermelha o marcador DDX4 e na seta amarela POUSF1 e a merge na seta branca. A
figura C, mostra a regido da aorta dorsal no embrido com 27-28 dias de gestagdo, destacando na seta
amarela a imunopositividade para o marcador POUSF1. As figuras A,B,C e D 20X (Barra:50pm).

AORTA DORSAL
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Figura 11- Morfologia e Imunofluorescéncia do embrido canino com 30 dias de gestagdo. (CR 3cm).

HOESCHT DDX4- 488 POUSF1-5

HOESCHT
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Fonte: SOUZA, A.F.; 2017
Legenda: Morfologia ¢ Imunofluorescéncia do embrido canino com 30 dias de gesta¢do. (3cm). Figura A

fotomacrografia da sec¢do longitudinal do embrido canino demonstrando o embrido
macroscopicamente. Figura B1, fotomicrografia da sec¢o sagital do embrido 4X (Barra:50um) e B2
evidenciando 1-crista gonadal e 2-metanefro.40X (Barra:50pum). Figura C, demonstra inexisténcia da
proteina germinativa DDX4 e imunomarcag¢do nuclear da proteina pluripotente e germinativa POUSF1
na regido crista gonadal (seta amarela). Figura D, imunomarcagio positiva da proteina germinativa
DAZL (seta vermelha) e imunomarcag@o nuclear da proteina pluripotente e germinativa POUSF1 na



Tabela 5 — Quantificac@o das células cCGPs nas cristas gdnadais do anticorpo POUSF1 e DDX4.
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regido crista gonadal (seta amarela). Ambas as proteinas DAZL e POUSF1 tiveram co-localizagdo
evidencia na merge (seta branca). Figuras E, F ¢ G demonstram a se¢do de imunofluorescéncia para o
marcador epigenéticos ShmC, H3K27me3 e H3K9me?2 respectivamente, com co-localizagdo para o
anticorpo pluripotente POUSF1. Figura E, demonstra demonstra inexisténcia do anticorpo 5ShmC e
positivo para a proteina nuclear POUSF1 (seta amarela). Figuras F salienta imunofluorescéncia para a
modificacdo da histona H3K27me3 em todo tecido da crista gonadal e marcagdo para POUSF1 (seta
amarela). Figura G observa-se demonstra inexisténcia da do anticorpo de histona H3K9me2 e positivo
para proteina POUSF1 (seta amarela). 60X (Barra:50pum).

Dias de

Numero total

Id. Sexo Tamanho gestaciio Seccao POUSF1 + % DDX4 % de cCGPs
AQ Macho I cm 22 3 19 100 0 0 19
AB Macho 1,5cm 25-26 3 38 100 0 0 38
AF  Macho 1,5cm 25-26 3 42 100 0 0 42
AL Macho 1,5cm 25-26 3 35 100 0 0 35
AC Macho 2cm 27-28 3 49 96,07843 1 3,921569 50
AD Macho 3cm 30 3 210 91,70306 2 8,296943 212
Fonte: SOUZA, A.F.; 2017
Tabela 6 - Quantifica¢do das células cCGPs nas cristas gdnadais do anticorpo POUSF1 e DAZL.
. Nimero
Id Sexo Tamanho (;)e lsat;g(:igo Seciao POUSF1+ % DAZL+ % P]())XZSE-IF+ % total de
cCGPs
AQ Macho I cm 22 3 16 100 0 0 0 0 16
AB Macho 1,5cm 25-26 3 34 100 0 0 0 0 34
AF Macho 1,5cm 25-26 3 37 100 0 0 0 0 37
AL Macho 1,5cm 25-26 3 32 100 0 0 0 0 32
AC Macho 2cm 27-28 3 56 100 0 0 0 0 56
AD Macho 3cm 30 3 200 43,48 180 39,13 80 17,39 460

Fonte: SOUZA, A.F.; 2017



68

Figura 12 - Imunohistoquimica para o anticorpo SmC.

2 = = 2 ROV S A g
P B ST AT .rrwrﬂ.-.,

OYAVLSIO 3a SVIA 87-£Z OYIVLSIO o€

Fonte: SOUZA, AF, 17

ta gonadal nas

40 na cris

Houve inexisténcia do anticorpo 5SmC na idade de 22 dias de

Legenda: :Imunohistoquimica para o anticorpo SmC, demonstrando a positiva marcag

ao.

idades de 25, 27-28 e 30 dias de gestac

C2 e D1 100X (Barra:50pm).

gestagdo. Figuras A1,B1,C1 e D1 10X ((Barra:50um), Figuras A2,B2,



69

O segundo periodo (35-40 pF) representa o comeco da diferenciacdo sexual, no qual
pode-se distinguir macroscopicamente os sexos. As gonadas masculinas submetem-se a grandes
mudangas em sua morfogenesi e podem ser chamadas de gondcitos.Aos 35 dias de gestagdo, os
corddes medulares se diferenciaram em corddes seminiferos e ocorre a presenga das células
intersticiais.

Neste estagio de gestagio, POUSF1" foi detectado no nucleo das células germinativas
no interior dos corddes seminiferos (Figura 15 e 16) (Tabela 7). Poucas CGPs apresentaram
positividade para o anticorpo DDX4, havendo também unica e dupla marcagdo com o anticorpo
POUSFI1 (Figura 15 e 16) (Tabela 7). Ao contrario de DDX4, todas as CGPs obtiveram a imuno-
expressdao do marcador germinativo DAZL,sendo que a maioria tiveram unica ou dupla
expressdo dos anticorpos POUSF1 e DAZL. CGPs, DAZL" foram encontradas no interior do
citoplasma das CPGs (Figura 15 e 16) (Tabela 8).

Os marcadores epigenéticos apresentaram os mesmos perfis do grupo anteiror; com
intensa marcacao de H3K27me3 nos nucleos do tecido da crista gonadal e na regido dos corddes
seminiferos. A marcagdo para POUSF1 foi visualizada somente nas células espermatogoniais
dos corddes seminiferos, os marcadores ShmC ¢ H3K9me?2 continuaram ausentes (Figura 15 e
16), enquanto que, SmC houve clara marcacdo em todo os tubulos do testiculo fetal. Contudo,
nas células espermatogoniais dos corddes seminiferos ndo foram positivas para SmC (Figura
17).

Devido ao anticorpo H3K27me3" e SmC estarem presentes em todo o tecido da crista
gonadal, fica inviavel quantificar o nimero exato de células presentes para este anticorpo. Aos
marcadores ShmC e H3K9me2 houve ausente marcagdo, deste modo ndo foi quantificado o

namero de células germinativas.
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Figura 13 - Morfologia e Imunofluorescéncia do embrido canino com 35 dias de gestacdo. (CR 3,5cm).
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Fonte: SOUZA, A.F.; 2017

Legenda: Morfologia e Imunofluorescéncia do embrido canino com 35 dias de gestag@o. (3,5cm). Figura A
fotomacrografia da sec¢do longitudinal do embrido canino demonstrando o embrido
macroscopicamente. Figura B1, fotomicrografia da secgdo longitudinal da crista gonadal 4X
(Barra:50um) e B2 evidenciando crista gonadal e os corddes medulares se diferenciaram em corddes
seminiferos 10X e 100X(Barra:50pm). Figura C, demonstra inexisténcia da proteina germinativa DDX4
e imunomarcagdo nuclear da proteina pluripotente e germinativa POUSF1 na regido dos corddes

MERGE

POUSF1-594
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seminiferos (seta amarela). Figura D, imunomarca¢do positiva da proteina germinativa DAZL
(evidencia em seta vermelha) e imunomarcagio nuclear da proteina pluripotente e germinativa POUSF1
na regido dos corddes seminiferos (seta amarela). Figuras E, F e G demonstram a segdo de
imunofluorescéncia para o marcador epigenéticos ShmC, H3K27me3 e H3K9me2 com co-localizagdo
para o anticorpo pluripotente POUSF1. Figura E, demonstra demonstra inexisténcia da proteina do
anticorpo ShmC e positivo para a proteina nuclear POUSF1 (seta amarela). Figura F destaca
imunofluorescéncia nuclear para a modificacdo da histona H3K27me3 em todo tecido da crista gonadal
e na regido dos corddes seminiferos. A marcagdo para POUSF1 ¢ visualizada somente nas células
espermatogoniais dos corddes seminiferos (seta amarela). Na figura G observa-se inexisténcia da
proteina do anticorpo de histona H3K9me2 e positivo para proteina POUSF1 nas células
espermatogoniais (seta amarela). 60X (Barra:50pum).
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Figura 14 - Morfologia e Imunofluorescéncia do embrido canino com 40 dias de gestacdo. (CR 4cm).
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Fonte: SOUZA, A.F.; 2017

Legenda: Morfologia ¢ Imunofluorescéncia do embrido canino com 40 dias de gestagdo. (4cm). Figura A
fotomacrografia da seccdo longitudinal do embrido demonstrando o embrido macroscopicamente e
figura B, fotomicrografia da sec¢do longitudinal da crista gonadal evidenciando o testisculo neonatal
canino e os corddes seminiferos 10X e 100X (Barra:50um).. Na figura C destacamos a imunomarcagéo
positiva da proteina germinativa DDX4 e imunomarcagdo nuclear da proteina pluripotente e
germinativa POUSF1 na regido dos corddes seminiferos (seta amarela). Figura D, imunomarcagio
positiva da proteina germinativa DAZL (seta vermelha) e imunomarca¢do nuclear da proteina
pluripotente e germinativa POUSF1 na regido dos corddes seminiferos (seta amarela). Figuras E, F e G
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demonstram a secdo de imunofluorescéncia para o marcador epigenéticos ShmC, H3K27me3 e
H3K9me2 respectivamente com co-localizagdo para o anticorpo pluripotente POUSF1. Figura E,
demonstra inexisténcia da do anticorpo ShmC e positivo para a proteina nuclear POUSF1 (seta
amarela). Figuras F mostra imunofluorescéncia nuclear para a modifica¢do da histona H3K27me3 em
todo tecido da crista génadal e na regido dos corddes seminiferos. A marcagdo para POUSF1 ¢é
visualizada somente nas células espermatogonias dos corddes seminiferos (seta amarela). Figura G
observa-se inexisténcia do anticorpo de histona H3K9me?2 e positivo para proteina POUSF1 nas células
espermatogoniais (seta amarela). 60X (Barra:50pum).

Tabela 7 - Quantificagdo das células cCGPs nas cristas gonadais do anticorpo POUSF1 e DDX4.

. Nimero
Id Sexo Tamanho D259¢ geciy POUSFI+ % DDXa+ % POUSFIF ol otal de
Gestacao DDX4+
cCGPs
AO Macho 3,5cm 35 3 92 86,69 8 8 0 0 100
BA Macho 4 cm 40 3 43 77,58 9 017,30 0 0 52
Fonte: SOUZA, A.F.; 2017
Tabela 8 - Quantificagdo das células cCGPs nas cristas gonadais do anticorpo POUSF1 e DAZL.
Dias de POUSF1+ Nimero
Id Sexo Tamanho - Secao POUSF1+ % DAZL+ % %  total de
Gestacao DAZL+
cCGPs
AO Macho 3,5cm 35 3 87 36,70 150 63,29 0 0 237
BA Macho 4cm 40 3 39 17,41 185 82,59 0 0 224

Fonte: SOUZA, A.F.; 2017
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Figura 15 - Imunohistoquimica para o anticorpo SmC.
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Legenda: Imunohistoquimica para o anticorpo SmC, demonstrando a positiva marcagdo em todo tecido da crista
gonadal e na regido dos corddes seminiferos, exceto nas células espermatogonias. Figuras A2,B2,C2 e
D1 evidenciando na seta em vermelho a negativa marcagdo do anticorpo SmC nas células
espermatogoniais dos corddes seminiferos fetais caninos. Figuras A1,B1,C1 e D1 10X (Barra:50um).
Figuras A2,B2,C2 e D1 100X (Barra:50pum).
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No terceiro periodo (45-50pF), as gonadas apresentam uma morfologia simples de
precursoras do testiculo, podendo ser chamadas de testiculos fetais. As CGPs podem ser
nomeadas neste momento de pré espermatogonias e se localizam-se nos corddes testiculares,

Nos testiculos fetais, foram possiveis visualizar DDX4" com marcagido de membrana
nos corddes seminiferos (Figura 18 e 19) (Tabela 9). Para a proteina citoplasmatica DAZL
obteve-se simples e dupla marcagio com co-localizagdo do marcador nuclear POUSF1" nos
corddes seminiferos (Figura 18 e 19) (Tabela 10). Destacamos que neste terceiro estagio obteve-
se a presenga da proteina nuclear DPPA3 em toda a regido das cristas gonadais e nos corddes
seminiferos (Figura 18 e 19).

Sobre o perfil epigenético, a expressdo de H3K27me3+ com co-localizagdo ou ndo de
POUSF1" permanece continua nos corddes seminiferos e no tecido da crista gdnadal . Aos 45
dias de gestacdo ndo houve positividade para os marcadores ShmC e H3K9me2. Contudo, aos
50 dias de gestacdo aproximadamente 24 células foram positivas para o anticorpo ShmC e
aproximadamente 13 células foram positivas para o anticorpo H3K9me2 na regido da crista
gonadal e no interior do corddo seminifero (Figura 18 e 19). O padrao de marcacao do anticorpo
de metilacdo SmC permaneceu o mesmo do que o segundo grupo (Figura 17).

Devido ao anticorpo DDPA3, H3K27me3" e 5SmC terem sido presente em todo o tecido
da crista gonadal, fica inviavel quantificar o nimero exato de células presentes para este
anticorpo. Aos marcadores ShmC e H3K9me2 houve ausente marcagdo, deste modo nao foi

quantificado o nimero de células germinativas.
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Figura 16 - Morfologia e Imunofluorescéncia do embrido canino com 45 dias de gestagdo. ( CR 7cm).
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Legenda: Morfologia ¢ Imunofluorescéncia do embrido canino com 45 dias de gesta¢do. (7cm). Figura A
fotomacrografia da seccdo longitudinal do embrido canino demonstrando o embrido
macroscopicamente. Figura B, fotomicrografia da sec¢do longitudinal da crista gonadal evidenciando
o testisculo neonatal canino e os corddes seminiferos 10X e 100X (Barra:50um). Figura C,
imunomarcagdo positiva da proteina germinativa DDX4 e imunomarcagdo nuclear da proteina
pluripotente e germinativa POUSF1 na regido dos corddes seminiferos (seta amarela). Figura D,
imunomarcagdo positiva da proteina germinativa DAZL (seta vermelha) e imunomarcago nuclear no
da proteina pluripotente e germinativa POUSF1 na regido interior dos corddes seminiferos (seta
amarela). Figura E marcagdo nuclear para o anticorpo DPPA3 na regido da crista gonadal e no corddo
seminifero ¢ POUSF1 na regido interior dos corddes seminiferos (seta amarela). Figuras F, G ¢ H
demonstram a se¢do de imunofluorescéncia para o marcador epigenéticos ShmC, H3K27me3 e
H3K9me2 respectivamente com co-localizagdo para o anticorpo pluripotente POUSF1. Figura F,
demonstra inexisténcia do anticorpo ShmC e para a proteina nuclear POUSF1. Figuras G mostra
imunofluorescéncia nuclear para a modificacdo da histona H3K27me3 em todo tecido da crista gonadal
e na regido dos corddes seminiferos. A marcagdo para POUSF1 ¢ visualizada somente nas células
espermatogonias dos corddes seminiferos (seta amarela). Figura H observa-se inexisténcia do anticorpo
de histona H3K9me?2 e positivo para proteina POUSF1 nas células espermatogoniais (seta amarela).
60X (Barra:50pm).
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Figura 17 - Morfologia e Imunofluorescéncia do embrido canino com 50 dias de gestagdo. (CR 9 cm).

HOESCHT

DDXA4- 488 POUSF1-594 MERGE

DAZL- 488 POUSF1-594

HOESCHT

HOESCHT SHmMC- 488 POUSF1-594

HOESCHT

POU5F1-594

Fonte: SOUZA, A.F.; 2017

Legenda: Morfologia ¢ Imunofluorescéncia do embrido canino com 50 dias de gesta¢do. (9cm). Figura A
fotomacrografia da sec¢do longitudinal do embrido canino demonstrando: o embrido
macroscopicamente. Figura B, fotomicrografia da sec¢do longitudinal da crista gonadal evidenciando
o testisculo neonatal canino e os corddes seminiferos 10X e 100X (Barra:50um). Figura C,

HOESCHT

POUSF1-594



79

imunomarcagdo positiva da proteina germinativa DDX4 e imunomarcagdo nuclear da proteina
pluripotente e germinativa POUSF1 na regido dos corddes seminiferos (seta amarela). Figura D,
imunomarcagdo positiva da proteina germinativa DAZL (seta vermelha) e imunomarcagdo nuclear no
da proteina pluripotente e germinativa POUSF1 na regido interior dos corddes seminiferos (seta
amarela). Figura E marcacdo nuclear para o anticorpo DPPA3 na regido da crista gonadal e no corddo
seminifero ¢ POUSFI1 na regido interior dos corddes seminiferos (seta amarela). Figuras F, G ¢ H
demonstram a secdo de imunofluorescéncia para o marcador epigenéticos ShmC, H3K27me3 e
H3K9me2 respectivamente com co-localizagdo para o anticorpo pluripotente POUSF1. Figura F,
demonstra positiva marcacéo na crista gonadal e na regido dos corddes seminiferos para o anticorpo
hidroximetilagdo ShmC e para a proteina nuclear POUSF1. Figuras G mostra imunofluorescéncia
nuclear para a modifica¢do da histona H3K27me3 em todo tecido da crista gonadal e na regido dos
corddes seminiferos. A marcag@o para POUSF1 é visualizada somente nas células espermatogdniais dos
corddes seminiferos (seta amarela). Figura H observa-se positiva imunofluorescéncia para o anticorpo
de histona H3K9me?2 e positivo para proteina POUSF1 nas células espermatogéniais (seta amarela).
60X (Barra:50pm).

Tabela 9 - Quantificacdo das células cCGPs nas cristas gonadais do anticorpo POUSF1 e DDX4.

. Nimero
+
Id  Sexo Tamanho P%9¢ o so POUSFI+ % DDx4+ % FTOUSFIT ol otal de
Gestacao DDX4+
cCGPs
AE-1 Macho 7 cm 45 3 38 74,50 13 25,49 0 0 51
AE-3 Macho 7 cm 45 3 40 80 10 20 0 0 50
AZ Macho 9,5cm 50 3 43 56,57 24 31,57 9 11,84 76
Fonte: SOUZA, A.F.; 2017
Tabela 10 - Quantificagdo das células cCGPs nas cristas gonadais do anticorpo POUSF1 e DAZL.
Dias de POUSF1+ Nimero
Id Sexo Tamanho -~ Secio POUSF1+ % DAZL+ % %  total de
Gestacao DAZL+
cCGPs
AE-1 Macho 7 cm 45 3 40 16,45 193 83,55 0 0 231
AE-3 Macho 7 cm 45 3 40 17,54 188 82,46 0 0 228
AZ Macho 9,5cm 50 3 47 15,71 216 72,24 36 12 299

Fonte: SOUZA, A.F.; 2017

Os testiculos caninos nos estagios puberes (6 meses) e adultos (5 anos) foram utilizados
como controle positivo para os anticorpos DDX4. Nos testiculos puberes DDX4 foram
imunopositivos nas células de Sertolli, espermatogonia e espermatdcito. No testiculo adulto,
foram observados as marcagdes nas espermatogdnia diferenciadas, espermatocitos e
espermatide arrendondada (Figura 20). Como esperado, os controles negativos nao

apresentaram quaisquer marcagoes.
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Figura 18 —Imunofluorescéncia dos testiculos canino nos periodos pubere e adulto.
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Legenda: Imunofluorescéncia dos testiculos canino nos periodos ptubere e adulto. No testiculo pubere (6 meses)
DDX4 ¢ positivo nas células de Sertolli (seta amarela), espermatogénias (branca) e espermatocito (seta
vermelha). No testiculo adulto DDX4 foi positivo nas células espermatogdnia diferenciadas (seta
amarela), espermatocitos (seta vermelha) e espermatide arrendondada (seta laranja). 40X (Barra:50pum).

O embrido canino com 15 dias pF foram utilizados como controle positivo para os
anticorpos DPPA3, SmC, ShmC, H3K27me3 e H3K9me2 (Figuras 19 e 20). Porém, para o
anticorpo pluripotente e germinativo POUSF1 ndo houve quaisquer marcagdes durante esse
estagio de desenvolvimento embrionario, tanto quanto utilizado técnica de imunofluorescéncia
quanto por imunohistoquimica. O anticorpo POUSF1 utilizado nesse experimento ¢ especifico
para a espécie canina e, como visto nos resultados anteriores, a proteina POUSF1 estava
presente nas gonadas embriondrias e fetais. Este resultado ndo influencia na falta de
pluripotencialidade do embrido, pois durante esse periodo houve a marcacdo do anticorpo
SOX2 na regido do tubo neural do embrido. Desse modo, acredita-se que durante esse estagio

de desenvolvimento embrionario ndo hd imunomarcagdo ou expressdo da proteina POUSF1.
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Figura 19 - Imunohistoquimica para o anticorpo 5SmC do embrido canino com 15 dias de gestagdo. (6mm).
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Legenda: Imunohistoquimica para o anticorpo SmC do embrido canino com 15 dias de gestagdo. (6mm). Figura
A, fotomicrografia da seccdo sagital do embrido canino demonstrando a imunomarcagéo nuclear para o
anticorpo SmC. 10X (Barra:50pum). Na figura Al destacamos o Ammnio; A2-Tubo neural; A3-Aorta
Dorsal e A4-Somito, imunomarcados nuclear para o anticorpo SmC. 60X (Barra:50pm).
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Figura 20 - Morfologia e Imunofluorescéncia do embrido canino com 15 dias de gestacdo. (CR 6mm).
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Legenda: Morfologia e Imunofluorescéncia do embrido canino com 15 dias de gesta¢do. (6mm). Figura A
fotomicrografia da secgdo sagital do embrido canino demonstrando: 1-Ammnio 2-Tubo neural; 3-
Somito; 4-Aorta Dorsal e 5-Aorta do coélon embriondrio. Figura B, imunomarcagdo da proteina
pluripotente SOX2 na regido do tubo neural. Figura C, DPPA3 se mostra positivo em todo o embrido
canino. Figuras D, E e F demonstram a se¢do de imunofluorescéncia para o marcador epigenéticos
ShmC, H3K27me3 e H3K9me2 respectivamente com co-localizagdo para o anticorpo pluripotente
POUSF1. Figura D, demonstra marcagdo em todo o embrido para o anticorpo hidroximetilagdo ShmC e
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negativo para POUSF1. Figuras E ¢ F mostram imunofluorescéncia para a modificagdo da histona
H3K27me3 e H3K9me?2 e negativo para POUSF1. 10X (Barra:50pum).

6.2.3. Extracio de RNA, sintese de cDNA e reagio polimerase em cadeia em Tempo Real
(RTq-PCR)

A expressdo de alguns genes podem divergir durante o estdgio de desenvolvimento e
maturagdo das CGPs nas gonadas. Assim, as andlises de PCR em tempo real foram realizadas
nas gonadas embrionarias e fetais caninas para quantificar a real expressdo dos marcadores
relacionados a genes de pluripoténcia POUSF1 e NANOG e aos genes germinativos DPPA3,
DDX4 e DAZL. Pode-se verificar que houve diferenca de expressdo dos genes pluripotentes e
germinativos NANOG, POUSF1, DPPA3 e DAZL entre os estagios embriondrios e fetal
(Gréfico 1).

Grafico 1 - Expressdo dos genes pluripotentes e germinativos nas células germinativas no perido incial (early),
intermediario (midle) e final (late).
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Fonte: SOUZA, A.F.;2017.

A correlacdo da expressao génica foi realizada a partir da equagdo de Pearson para o
periodo inicial (early), intermediério (midle) and final (late) (figura 23), a expressao dos genes

NANOG e POUSFI1 foram positivamente correlacionadas em ambos os periodos. No periodo
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fetal, houve correlacdo entre a expressao dos genes DDX4 e DPPA3 com 0 NANOG. Também

se mostraram correlacionadas as expressao dos genes DAZL e DDX4.

Figura 23 — Correlation Pearson.
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Legenda: Correlagdo de Pearson. Heat map, demonstrando a correlagdo dos genes pluripotentes e germinativos
entre os periodos iniciais (early), intermediario (midle) e final (late). A barra de valores segue de -1 (em vermelho-
negativamente corelacionados) a 1 (azul escuro-positivamente correlacionados).

Fonte: SOUZA, A.F.; 2017.

6.3 DISCUSSAO

6.3.1 Dinamica da expressio das células germinativas caninas durante os estagios
embrionarios e fetais

Desde 1977, a pesquisa com células germinativas tem sido realizada e a cada ano novas
descobertas vém sendo publicadas para a melhor compreensdo do funcionamento e produgao
das células germinais primordiais (CGPs). Ao longo dos anos, varios mecanismos tém sido

propostos para explicar a origem e a formagao dos CGPs. Hoje, no entanto, ¢ estabelecido que
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estas células sdo especificadas como extra gonadais e que migram para se desenvolverem nas
cristas genitais. Na espécie canina ainda nao existe informacao sobre o inicio de formacao das
células germinativas. Somente um unico estudo dirigido por Gier; Marion, (1969), demostrou
que as CGPs caninas aos 20 para 21 dias de gestacdo migram através do mesénquima entre o
epitélio celomico. Estes achados também sdo encontrados em outras espécies como a de
camundongos ¢ humanos (MOLLGARD et al., 2010; McLAREN, 2003).

Em mamiferos, apoés as CGPs adentrarem para o interior do embrido, inicia-se seu
processo de migracdo. Este processo ¢ mediado por sinais indutores que auxiliam as CGPs
chegarem ao seu destino final nas cristas gonadais. O desenvolvimento das cristas gonadais,
nos seres humanos e camundongos, comeg¢a com o espessamento da superficie ventromedial
dos mesonefros, pronefros e metanefros. Os mesonefros sao constituidos por tibulos e ductos
enrolados e suas quantidades variam de acordo com o desenvolvimento do embrido (HYTTEL,
2010). Conforme ocorre o desenvolvimento embrionario e fetal, os mesonefros diminuem de
tamanho e a crista gonadal expande sua morfologia até a diferenciacdo dos gametas. Tais
descri¢des morfoldgicas também acontecem durante o desenvolvimento das cristas gonadais de
caes.

Assim, apos as CGPs alcancarem as cristas gonadais, submetem-se a grandes
transformagdes morfoldgicas, aumentando seu numero celular até atingirem a diferenciagao
sexual em machos ou fémeas. Durante este periodo de desenvolvimento, especificos
marcadores e expressoes de genes auxiliam a reconhecer cada estagio das CGPs. Alguns desses
marcadores sdo conservados entre as espécies e outros podem ser expressos somente em uma
determinada espécie. Como também existem casos de certas proteinas expressarem, em tempos
diferentes, do desenvolvimento das CGPs de uma espécie para outra.

Na espécie canina para detectar as CGPs durante o primeiro periodo de desenvolvimento
embriondrio realizou-se a coloracdo de PAS no tecido das cristas gonadais. Porém, ndo houve
quaisquer marcagdes ao redor no citoplasma das CGPs nas cristas gonadais que se assemelha-
se as células germinativas, visualizando somente um tecido bem compactado. Tal resultado,
difere do encontrado nas células CGPs nas espécies Gallus gallus domesticus (galinha
doméstica) e Phasianus colchicus (Faisdo), o qual foi possivel identificar o deposito de granulos
de glicogénio ao redor do citoplasma das CGPs (JUNG et al., 2007; KIM et al., 2005).

Os ensaios de imunohistoquimica, imunofuorescéncia ¢ PCR, em tempo real,
providenciaram um panorama da expressdo das proteinas e genes necessarios para o
desenvolvimento das CGPs caninas. Durante o primeiro, segundo e terceiro estdgios que

correspondem ao periodo embriondrio e fetal, as CGPs possuem uma populagdo de células
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heterogéneas. A expressdo do marcador pluripotente e germinativa POUSF1 ocorrem ao longo
de todos os periodos, enquanto que os outros marcadores sdo observados a partir de 30 dias de
gestacao.

O gene POUSFI1 ou também conhecido como OCT4 apresentou imuno marcacao
durante o estagio embrionario nas regides do mesentério, ao redor da aorta dorsal, bem como
na colonizacdo das cristas gonadais. Enquanto que, durante o estigio fetal, aumentou a
expressao de POUSF1, sendo possivel visualizar positividade para este anticorpo nas células
germinativas que permanecem no interior dos corddes seminiferos. Nos seres humanos, durante
o primeiro trimestre de gestagdo, o marcador POUSF1 ¢é expresso em maior quantidade nas
células germinativas femininas que nas masculinas (HEEREN et al., 2015). Contudo, no
segundo trimestre de gestagdo, este padrdo inverte, ocorrendo maior marcagao do anticorpo
POUSF1 nas células dos cordoes seminiferos (HEEREN et al., 2016). Estes resultados estdo de
acordo com os encontrados nas técnicas de imunofluorescéncia ¢ PCR, em tempo real, nas
cCGPs, gondcitos e testiculos fetais de caes. Diferente do encontrado em camundongos, em que
a expressdo de POUSF1 ¢ homogénea em ambos os sexos a partir do estdgio E7.5
permanecendo igual até o estagio E12,5 (OVITT; SCHOLER, 1998; PESCE et al., 1998).

O especifico marcador germinativo DAZL foi expresso a partir do estagio de 30 dias de
gestacdo. Este resultado indica que a partir deste periodo, as células germinativas caninas estao
entrando no processo de maturacdo celular, o qual ird prosseguir para o processo de
diferenciagdo sexual dos gametas. Em humanos, durante o segundo trimestre de gestagdo, foi
observado a maior expressdo do marcador DAZL em ambos os sexos (ANDERSON et al.,
2007). Também em camundongos, DAZL ¢ detectado em ambos os sexos nas CGPs pos-
migra¢do no estagio E11,5, permanecendo sua expressdo até a vida adulta nos ovocitos e
espermatocitos (SELIGMAN; PAGE, 1998). Os resultados obtidos em caes vao de encontro
com o apresentado em humanos e camundongos, em que ocorre a marcagao e a expressao de
DAZL, apds as CGPs estarem no seu estdgio de “maturacdo” para gonocitos, permanecendo
em machos até a formacao dos testiculos adultos (PIERI et al., 2016).

O marcador DDX4 ou VASA foi utilizado por ser conservado entre as espécies
invertebradas e vertebradas e desempenhar uma fun¢do de auxiliar no desenvolvimento das
células germinativas (FUIIWARA et al., 1994; YOON; KAWAKAMI; HOPKINS, 1997).
Estudos em camundongos demonstram que a delecdo do gene DDX4 em machos ocasiona
infertilidade com cessao da produgdo de células germinativas no estagio zigoéteno da meiose
(TANAKA etal., 2000). Neste estudo, DDX4 foi encontrado, pontualmente, durante os estagios

de desenvolvimento embrionario e fetal. Durante o periodo embriondrio, baixa ou nenhuma
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expressao de DDX4 foi visualizado. Enquanto que no periodo fetal, somente a partir de 40 dias
de gestacdo, houve a presenca de DDX4 permanecendo sua expressdo até a formacao do
testiculo adulto. Em humanos, durante o primeiro trimestre de gestacdo, em ambos 0s sexos,
DDX4 ¢ pouco expressa permanecendo o tema “DDX4 Jow” (HEEREN et al., 2016;
MEDRANO et al., 2010; CASTRILLON et al., 2000). Contudo, a partir do segundo trimestre
de gestacdo, DDX4 aumenta consideravelmente sua expressdo nas células germinativas
femininas do que masculinas (STOOP et al., 2005). Em outras espécies, como os bovinos, a
primeira populacdo de CGPs positiva para o marcador DDX4 foi detectada somente apds 100
dias do desenvolvimento fetal em fémeas, ndo havendo informagdes durante o desenvolvimento
embrionario e fetal em machos (HUMMITZSCH et al., 2013). Em camundongos, DDX4
comeca a expressar nas CGPs de fémeas a partir do E10, 5 (TOYOOKA et al., 2000), enquanto
que em machos, a expressao de DDX4 ocorre mais tardia durante o estdgio E13,5 e continua
at¢ a formagdo dos testiculos adultos (BIALECKA, 2006). Diferente do encontrado na
literatura, neste estudo conclui-se que DDX4 ndo ¢ um marcador indicativo de CGPs caninas
masculinas durante os periodos embriondrios e fetais. Contudo, apds o nascimento em testiculos
caninos pré-puberes e adultos DDX4 ¢ altamente expresso. Este resultado sugere que DDX4 ¢
requerido para a entrada da meiose nos testiculos caninos a partir do estagio pré-pubere.

O marcador pluripotente DPPA3 ou Stella/PGC7 foi escolhido por ser considerado
como marcador germinativo; de acordo com os nossos resultados, DPPA3 foi visualizado nos
testiculos fetais, a partir de 45 dias de gestagdo, quando sua expressdo, no periodo fetal,
aumentou significantemente quando comparado ao périodo embrionario. Em camundongos,
DPPA3 ¢ expresso, desde do inicio do desenvolvimento embriondrio, no estagio de zigoto, e
permanece em ambos os sexos até o estagio E13,5 (SAITOU; BARTON; SURANI, 2002).
Apos esse periodo, continua sua expressao nas células germinativas em machos até o estagio
E15,5. (SAITOU et al., 2005). Em humanos, DPPA3 ¢ encontrado durante o inicio da pré-
implantacdo do embrido e, depois, mais tardiamente, nos ovoécitos, ndo tendo registros em
células germinativas masculinas, nos periodos embrionario e fetal (LAI et al., 2015; SATO et
al., 2002). Os resultados com a espécie canina difere do encontrado em camundongo, pois em
cdes ndo observa-se a continua expressao de DPPA3 ao longo do desenvolvimento embrionério
e fetal de machos. Podendo concluir que, DPPA3, em cées do sexo masculino, ¢ um marcador
de inicio de desenvolvimento embrionario no estagio de epiblasto (EPI) e germinativo tardio
nos corddes seminiferos. Assim, estes dados sugerem que DPPA3 pode ser um marcador chave

para o desenvolvimento das células germinativas caninas nos testiculos fetais.
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Como citado anteriormente em matérias e métodos, nos resultados niao foi possivel
visualizar positividade para alguns anticorpos (Tabela 2). Contudo, para o gene NANOG foi
possivel constatar sua expressao nas cCGPs através da técnica de PCR em tempo real. Assim,
verificamos que a expressao de NANOG foi, significantemente, maior durante o periodo fetal
do que no periodo embriondrio. Em humanos, os relatos com o gene NANOG estende-se na
producdo de células-tronco, iPS, germinativas in vitro e ovocitos. Somente no estudo de Hoei-
Hansen et al., 2005, foi demonstrado positividade para o marcador NANOG em todas as células
de gonocitos humanos durante aos 14 dias de gestagdo até, aproximadamente, aos 19 dias de
gestacdo, sendo que apds este periodo, decai a expressio do NANOG.. Também, em
camundongos, NANOG ¢ encontrado nas células germinativas de camundongos em ambos o0s
sexos desde estagio de moérula até o estagio E13,5, onde sua expressdo decai apos este periodo
(YAMAGUCHI et al., 2005). O resultado obtido nas células germinativas caninas foi
inesperado. Visto que o gene NANOG esté relacionado a manutengdo da pluripotencialidade e
aregulacdo, producdo de célula-tronco e iPS. Esperava-se como resultado que, o gene NANOG,
em caes, tivesse sua maior expressdo, durante o estagio embrionario (22-30 dias de gestagdo) e
inicio do desenvolvimento fetal (35-40 dias de gesta¢do), mas ndo que se estendesse apos este
periodo (45-50 dias de gestacdo). Estes resultados sugerem que, a expressao de NANOG, nos
gonocitos e nos testiculos fetais, auxilam na manutencdo da pluripotencialidade destas células
durante o periodo fetal e que sua expressdo esteja intrinsicamente correlacionado ao gene
pluripotente e germinativo POUSFI.

Como conclusdo, pdde-se observar que, durante o desenvolvimento das células
germinativas caninas, entre os estdgios embrionario e fetal, ocorreu um aumento progressivo
de todos os marcadores, mostrando que a populagdo as cCGPs possuem uma populacdo de

células heterogéneas.

6.3.1 Perfil epigenético das células germinativas caninas durante os estagios embrionarios
e fetais

Reprogramacgdo epigenética inclui mudangas e estabelecimento na metilacio do DNA
nas histonas e nos micro RNAs. Todos esses processos epigenéticos desempenham uma

importante fun¢do em varios processos celulares. Nas CGPs, estes processos também sdo
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observados durante o periodo de migrag@o e apds entrarem nas cristas gonadais. Neste estudo,
foi investigado através da técnica de imunofluorescéncia e imunohistoquimica, o perfil de
mudancas epigenéticas apds a migracdo das CGPs nas cristas gonadais.

A primeira observacao visualizada foi que houve marcag@o para a marca repressiva de
histona H3K27me3, aumentando progressivamente a intensidade da fluorescéncia no periodo
fetal. Contudo, ndo houve nenhuma marcagao para a histona H3K9me2 em ambos os estagios.
De acordo com a literatura, quando ocorre a perda da histona H3K9me2 esta ¢ compensada
pelo aumento da histona H3K27me3 (HAJKOVA et al., 2008; SEKI et al., 2007b). Tal evento,
nas células-tronco de camundongos, esté relacionado aos ganhos de genes pluripotentes, como
NANOG e SOX2 (SURANI; HAYASHI; HAJKOVA, 2007). Estes dados corroboram aos
nossos, apresentados anteriormente nas CGPs caninas, em que houve maior expressdo de
NANOG durante o periodo em que ocorreu intensa marcagao de H3K27me3.

As modificagdes nas histonas ocorrem em paralelo com as mudangas de metilagdo do
DNA. O inicio de formagao e migra¢do das CGPs ¢ marcado pela perda da metilagdo do DNA,
tal acdo permite que ocorra o apagamento gendmico dos genes imprinting (HACKETT;
ZYLICZ; SURANI, 2012). Neste estudo, verificou-se a metilacdo global nas cristas gonadais
embriondrias e caninas. Houve ausente marcac¢ao para o anticorpo SmC nas cristas gonadais
durante o estdgio embrionario de 22 dias de gestacdo. Este dado sugere que neste periodo
ocorreu a desmetilagdo do DNA. Contudo, conforme aumenta a idade embriondria e atinge os
estagios fetais, as gdbnadas masculinas sdo metiladas passivamente. Este dados corroboram com
o estudo de Hyldig et al., (2011) em que o estado de metilacdo decai em entre os estagios
embrionarios E24-E28, contudo apos este periodo houve um aumento da metilagdo de DNA
nas gdnadas masculinas.

Pesquisa como o de Rodci et al., (2005) demonstrou que a metilagao do DNA regula a
expressao de genes especificos de tecidos e inclusive das CGPs. Em camundongos, Maatouk et
al., (2006) demostrou que genes de células germinais po6s-migratdrias, tais como Mvh (DDX4),
DAZL e SCP3 sao desmetilados em células germinativas, mas ndo em células somaticas.
Nakashima et al., (2013) observou em seus estudos com camundongos que o gene Dppa3 esta
envolvido no processo de desmetilagdo ativa mediada por Tet durante a reprogramacao de
CGPs. No entanto, neste estudo foi evidenciado o oposto, que os genes DAZL, DDX4 e DDPA3
podem estar interligados para manter o estado de metilagdo do DNA. Devido a estes marcadores
terem sido positivos no testiculo fetal canino, ao mesmo tempo em que as células germinativas
tinham forte imunopositividade para o anticorpo SmC. Em particular, também foi observado

neste estudo que a desmetilagdo do DNA pode estar relacionada com o ganho de POUSF1. Pois
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as Unicas células que encontravam-se desmetiladas eram as que possuem caracteristicas de
células espermatogdnias no testiculo fetal canino, sendo que essas células foram as unicas
positivas para POUSF1.

Em contraste com o marcador SmC, o marcador de hidroximetilagdo ShmC mostra
auséncia de marcagdo nos estagios embrionarios e fetais. Apesar do processo de ShmC
permanecer ainda obscuro em varias espécies, pode-se sugerir que o fato das cCGPs, gondcitos
e os testiculos fetais apresentarem a marcacdo de SmC ¢ porque essas células se encontram
metiladas. Deste modo, ndo ha como acontecer o processos de desmetilagao pela ShmC.

Conclui-se que as células germinativas caninas, durante os estdgios embriondrios e

fetais, possuem um perfil epigenético tinico.
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6.4 CONCLUSOES PRELIMINARES

Nesta pesquisa foi caracterizada, pela primeira vez, a progressdo do desenvolvimento
das CGPs caninas durante os periodos embriondrios e fetais. Verificou-se que possuem trés

estagios distintos:

015@2225%30 35 45 50

22-30 (days) 35-40 (days) 45-50 (days)

POUSF1
DDX4
DALZ

DPPA3
5mC

H3K27me3
SHmC

H3K9me2

v Periodo inicial (22-30pF), identificado CGPs POU5F1" ¢ DDX4 , 5SmC™" e
H3K27me3".

v Periodo intermediario (35-40pF), identificado uma populagio intermediaria em
que as CGPs modificam sua morfologia para gondcitos e expressam POUSF1”,
DAZL e DDX4"", 5SmC'e H3K27me3" .

v Periodo final (45-50pF), em que os testiculos fetais se apresentam com

expressio POUSF1", DAZL", DPPA3" e DDX4"", 5mC" ¢ H3K27me3".
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7.0 EXPERIMENTO 2 - DERIVACAO DAS CGES CANINAS.

Esté descrito na literatura a derivacdo de células CGEs a partir das CGPs. Como visto
no experimento 1 desta pesquisa, as CGPs masculinas caninas retém a detec¢do de marcadores
e transcriptos pluripotentes e germinativos. Assim, a partir desta informacao nossa hipotese foi:
2) As CGPs masculinas caninas possuem a capacidade de se diferenciarem em CGEs.

O segundo experimentou visou a derivacdo das CGEs caninas (cCGEs) e sua posterior
caracterizacdo celular através das técnicas de imunocitoquimica, q-PCR e formacao de teratoma
in vivo (Figura 24).

Figura 24 - Esquema do experimento 2: derivagdo das CGEs caninas

LIF

bFGF
Fosfocolina
L LF

Meio de Cultivo

CGEs

Fonte: SOUZA, A.F.; 2017
Legenda: Esquema do experimento 2: derivacdo das CGEs caninas. Demonstra o delineamento experimental de
transformagdo das CGPs a CGEs utilizando meios de cultivos especificos suplementados.

7.1 MATERIAL E METODO

A pesquisa foi realizada no Laboratorio Grupo Desenvolvimento de Terapias
Inovadoras (GDTI), localizado no Departamento de Medicina Veterindria da Faculdade de
Zootecnia e Engenharia de Alimentos (FZEA) da Universidade de Sao Paulo, campus

Pirassununga.
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7.1.1. Animais

Os embrides caninos utilizados neste projeto foram obtidos durante campanhas de
castragio (Pirassununga-SP e Sio Paulo-SP), conduzidos e aprovados pelo Comité de Etica no
Uso de Animais - CEUA da Faculdade de Zootecnia e Engenharia de Alimentos, Universidade
de Sao Paulo, Brasil (n° protocolo 13.1.1729.74.2) e CEUA da Faculdade de Medicina
Veterinaria e Zootecnia, Universidade de Sao Paulo, Brasil (n° protocolo 7043240215). Os
embrides foram coletados no estdgio de 30 dias de gestacdo de acordo com os métodos
cirargicos eletivos de ovario-salpingo-histerectomia (OSH). Em seguida, foram analisados para
o desenvolvimento de morfogénese e medidas Crown-Rump (CR), determinadas de acordo com

os métodos de PIERI et al., 2015.

7.1.2 Isolamento das CGPs caninas e deriva¢ao das CGEs caninas

Para a derivacdo das células CGPs caninas a CGEs caninas utilizou-se gonadas fetais
masculinas com 30 dias de gestacdo (n=15). A dissecagdo das gonadas embrionarias masculinas
foram realizadas em lupa (Labomede, Microscope) (Figura 25), os tecidos gonadais foram
lavado em PBS para cultivo, pH 7,0 com 0,5% de penicilina/streptomicina (Gibco, Invitrogen).
Seguidamente, as gonadas foram dissociadas mecanicamente com auxilio de uma lamina de
bisturi e por dissociacdo enzimatica com, Img/ml de dispase (Gibco), 0,3mg/ml de
hialuronidase (Sigma) e 0.5mM EDTA diluido em PBS proprio para cultivo, seguidamente
foram incubados a 37°C por 5-6minutos. Apds, esse periodo as células foram centrifugadas a
1.500 rpm e o sobrenadante foram descartado e os pellets celulares lavados em PBS de cultivo.
Prosseguimos com o plaqueamento celular, com uma quantidade de 1x10 nas placas de 24
POGOs.

O meio de cultivo para as CGPs foram compostos por: Knockout DMEM (Gibco
Invitrogen), composto por 10% de soro Knockout (KSR- Gibco, Invitrogen), 0.1 mM de
aminoacidos ndo essencial (Gibco BRL), 0.1 mM beta-mercaptoethanol (Gibco BRL), 2 mM
L-glutamina (Gibco BRL), 50ug/ml penicillina/streptomicina (Gibco, Invitrogen) e 1 mM

piruvato de sodio (Gibco BRL) (quadro 1). Para promover o desenvolvimento e a proliferacao
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das células CGPs a CGEs, utilizamos a presenca de suplementos, como 4ng/ml fator basico de
crescimento fibroblastico humano (hbFGF, do inglés human basic fibroblast growth fator, Cell
Science; Norwood, MA), 1000U/ml fator de leucemia inibitéria humano (LIF, do inglés human
leukemia factor inhibitor, Chemicon International) e 10 uM de Forscolin (Sigma) No terceiro
dia de cultivo retiramos a presenga de bFGF, a cultura celular das CGEs foram colocadas em
uma nova placa de cultivo contendo monocamadas de fibroblastos embriondrios caninos (CEFs,
do inglés canine embryonic fibroblast) inativados mitoticamente através do uso de mitomicina
C (Sigma). No quinto, décimo e décimo quinto dia as células foram desagregadas manualmente
e colocadas em uma nova placa de cultivo contendo novas CEFs (Quadro 2). Toda a cultura foi

mantida com 5% CO2 a 37°C.

Figura 25 - Demonstragdo o procedimento de coleta das gonadas masculinas

Fonte: SOUZA, A.F.; 2017

Legenda: Demonstragdo do procedimento de coleta das gonadas masculinas. Em A visualiza-se o corno uterino
canino gravidico. B, feto envolto pela a placenta e pela a cinta placentarios (seta vermelho). Em C, feto
com 30 dias de gestagdo (CR3cm) . Na figura D evidenciamos ap6s dissecacdo a gonada masculino
(contorno pontilhado) e o mesonefro; e em E a gonada masculina.



Quadro 2 - Condigdes de cultura para a derivagdo das CGEs
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Condicoes de cultura em dias

Categoria Fator Conc.
1|23 5p 0p | 11|12 |13 |14 |15p | 16| 17| 18| 19| 20p| 21| 22| 23| 24| 25
Knockout
X | X| X X X [ X | XXX X [ XXX XXX | X|X|X]|X
DMEM
Meio Basio
Knocout
10% X|X| X X X [ X | XXX X XXX XXX | X|X|X]|X
Soro
Monocamadas CEFS 2.5E4/cm? X X X X | X | X | X X X | X | X X X X | X | X
h-LIF 1.000U/ml | X | X | X X X [ X[ XXX X | XXX XXX | X|X|X]|X
Suplementos )
Forscolin 10uM X X X [ X | XXX X [ XXX XXX | X|X|X]|X
hbFGF 4ng/ml | X | X

Fonte: SOUZA, A.F.; 2017
Legenda: Resumo da composi¢do do meio de cultivo utilizado para a derivacdo das cCGEs. CEFs (monocamadas de fibroblastos embrionarios caninos); h-LIF (human leukemia
factor inhibitor); hbFGF (human basic fibroblast growth fator); P= passagens.
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7.1.3 Imunocitoquimica e Ensaio de Atividade de Fosfatase Alcalina nas cCGEs

Os ensaios de imunocitoquimica e Fosfatase Alcanina (A/kaline phosphatase assays —
AP) foram utilizados para confirmar a linhagem das cCGEs. Cada proteina e ensaios de AP
foram mensurados em triplicatas.

Para as andlises de imunocitoquimica utilizou-se as colonias celulares com 10 dias de
cultivo. As coldnias das cCGEs foram cultivados sob as laminulas redondas (Knittel™) com
0,1% de gelatina para cultivo (Science-Pro). Apos 10 dias de cultivo as colonias das cCGEs
foram fixadas em 4% de PFA e permeabilizadas com PBS mais 0.1% Triton X-100 (TBST,
Sigma) por 20 minutos. Em sequencia as colonias foram bloqueadas com solugdo de Soro
albumina bovino (Sigma) por 1 hora, prosseguiu-se com a incubagado dos anticorpos primarios
diluidos em solugdo bloqueio por 1 hora em temperatura ambiente. Controles negativos foram
realizados pela auséncia de anticorpos primarios. Apds, este periodo as células foram lavadas
2x em PBS e 1x em PBS-T. Seguidamente houve a incuba¢do do anticorpo secundario por 1
hora em temperatura ambiente (Tabela 16) e posteriormente lavagens das laminas e os nicleos
das células foram contra corados com Hoechst (Hoechst (Trihydrochloride, Trihydrate,
cat#33342, Invitrogen, Calsbad, CA, USA). Para a visualizagdo no microscopio as células
foram montandas com ProLongGold (Life Technologies cat# P36930, Life technology;
Calsbad, CA, USA) e armazenado em 4 °C. Todos os dados foram processados com uso de
microscopio Confocal Microscope Leica SP5 com aumentos de 20X, 60X e 100X. Todos os
anticorpos utilizados foram os mesmos do experimento 1, com excessdo do anticorpo THY-1

anti goat(Sc6071, Santa Cruz)

7.1.4. Extracio de RNA, sintese de cDNA e rea¢do polimerase em cadeia em Tempo Real
(RTq-PCR)

Para a extracdo de RNA utilizou-se as colonias cCGEs com 10 dias de cultivo (n=4), o
tecido das gonadas foram isoladas usando o reagente Trizol (Life Technologies, Carlsbad,
CA,USA) de acordo com as instrugdes do fabricante e a qualidade das extracdo do RNA foi
quantificada pelo espectrofotometro (Nanodrop ND-1000, Nanodrop Technologies, Inc.,
Wilmington Delaware, USA). Para a sintese de cDNA utilizamos o kit High-Capacity cDNA
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Reverse Transcription Kitight (Life Technologies, Carlsbad, CA,USA) de acordo com as
instrugdes do fabricante.

Para as andlises da reagdo polimerase em cadeia em tempo real (RTq-PCR), seguimos
primeiramente com a validacdo dos primers conforme descrito por Pieri (2016) (dados nao
publicados). A sequéncia de primers NANOG, DDX4 e GADPH foram os mesmos utilizados
no experimento 1. Apos, a validagdo prosseguiu-se com as andlises de qPCR usando SYBR
Green Master Mix (Cat# 4367659,Applied Biosystems, Life Technologies, Carlsbad, CA). As
reagdes foram processadas no instrumento Step One Plus Real-time PCR system (TermoFisher-
Scientific n°® 4376600, USA) sob as condi¢des de fase pré-ciclo foi mantida a de 95°C por 10
minutos, sendo 40 ciclos: desnaturagdo, aumento de temperatura e separagdo da fita dupla
(95°C, 15 minutos), seguido do anelamento dos primers a regido homologa no cDNA (60°C
por 1 minuto) e por fim a curva de dissociacao 72°C, por 45segundos). Como controle negativo
da reagdo utilizou-se a mesma reagdo sem a adicdo da amostra de cDNA e como controle
positivo, utilizamos testiculo de cdo na fase pré-pubere e adultos. Toda a reacdo foram
realizadas em triplicatas.

O método empregado para a andlise foi de quantificacdo relativa com correcdo pela
eficiéncia do primer, e os dados subministrados pelo o software do equipamento Step One Plus
(Step one software versao 2.3) foram analisados com o programa LinReg PCR (Versdo 2015.0).
As razdes da expressdo do genes alvo (DDX4 e NANOG) foram normalizadas pela razdo da
expressao do controle endogeno GADPH empregando a metodologia de corre¢do de eficiéncia
da equagdo do Pfaffl (PFAFFL, 2001). As analises estatisticas foram avaliados comparando o
periodo embrionério com o periodo fetal com o auxilio do teste T, sendo 90% de confiabilidade
(P<0,10). Foram realizados os testes de coeficiente de correlacdo de Pearson, no qual
demonstra os valores de correlagdo das CPGs durante o estdgio embrionario e fetal entre os

genes.

7.1.5 Avaliacio do potencial teratogénico

O ensaio para andlise do potencial teratogénico as colonias das células cCGEs foram
injetadas em ambiente estéril, via subcutanea e intraperitoneal em dois camundongos fémeas
Balb/c Nude. Foram injetadas 2x 10* células cCGEs ressuspendidas em PBS. Os animais foram
observados a cada 2 ou 3 dias e mantidos por um periodo de 60 dias (Figura 26). Apos 8

semanas, os animais foram eutanasiados em camera de gis (CO,) com confirmagdo por
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deslocamento cervical de acordo com as normas de bioética de vigéncia. Os pontos de
transplante foram cuidadosamente expostos para averiguar possivel formagdo de teratomas.
Para analise histopatologica coletamos os tecidos: encéfalo, pulmao, coragdo, estdmago ,
intestino delgado, colon, pancreas, bago e figado. O material coletado foi fixado em PFA 4% e
processados rotineiramente usando técnicas de inclusdo em parafina (BEHMER, 1976). Em
seguida, os blocos foram cortados sequencialmente com 5 pm e colocados em laminas para a
coloracdo de hematoxilina e eosina (VEJSTED et al., 2006). Todos os 6rgdos e tecidos foram

avaliados por patologista quanto a presenca de quaisquer anomalias celulares.

Figura 26- Analise do potencial Teratogénico.

Fonte: SOUZA, A.F.; 2017
Legenda: Analise do potencial Teratogénico. Em A, inje¢8o subcutinea e em B, injecdo intraperitoneal e
camundongos fémeas Balb/c Nude.

7.2 RESULTADOS

7.2.1 Isolamento das CGPs e derivacdo das cCGEs

Apds a completa dissociagdo, as CPGs foram plaqueadas em placas de 24 pogos para a
derivacao das CGEs. Durante o cultivo, foi observado que, apos trés dias, as células formaram
pequenos aglomerados celulares, com uma morfologia arrendondada e pouco aderentes a placa
de cultivo. Deste modo, realizou-se a primeira passagem celular das CGEs para placas que
continham monocamadas fibroblasticas, CEFs, para auxiliar na adesdo e conectividade celular.

Quando adicionado ao cultivo os suplementos, como o LIF, bFGF e Forscolin,
visualizou-se que as células apresentavam maiores indices de colonias € um aumento em sua
proliferacdo celular apds cinco dias de cultivo, permanecendo em cultivo por 20 dias (Figura

27). Na auséncia desses fatores ndo houve a presen¢a de formagdo de coldnias, as células
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permaneciam dispersas na placa de cultivo e facilmente diferenciavam-se em outros tecidos

celulares, como células fibroblatoides.

Figura 27 - Fotomicrografias da morfologia das células cCGEs derivadas da crista gonadal.

10 dias

3 dias

Fonte: SOUZA, A F.; 2017

Legenda: Fotomicrografias da morfologia das células cCGEs derivadas da crista gbonadal. Na figura A
demonstramos apds 3 dias de cultivo a formacéo das colonias das células cCGEs. Figura B, apos 5 dias
de cultivo as colonias possuem a morfologia esférica e/ou alongadas. A figura C, com 10 dias de cultivo
as colonias celulares crescem e apresentam uma morfologia mais compactada. A, C, D e E 10X ¢ B
20X (Barra: 1000pum).

Durante os periodos de 3, 5, 10, 15 e 20 dias de cultivo todas a coldonias cCGEs foram
positivas para os ensaios de Fosfatase Alkalina (Figura 28). Depois de 25 dias de cultura, as
cCGEs nao aparesentavam positividade para Fosfatase Alkalina e suas caracteristicas
morfologicas foram modificadas quando comparadas com as anteriores. Iniciando, um processo

de diferenciacdo em outros tipos celulares, tais como, epiteliais e fibroblastoides.
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Figura 28 — Fotomicrografias da morfologia e expressdo de Fosfatase Alcina durante o cultivo das cCGEs

20 dias

Fonte: SOUZA, AF.; 2017

Legenda: Fotomicrografias da morfologia e expressdo de Fosfatase Alcina durante o cultivo das cCGEs. As figuras A e Al; Be Bl: Ce Cl; D e DI: E ¢ E1 demonstram a
morfologia e a positividade em diferentes dias de cultivo para a expressdo de Fosfatase Alcalina. Nota-se que na figura E a partir de 25 dias de cultura as células
apresentam uma morfologia distinta do inicio de cultivo e apresenta-se pouco positiva para Fosfatase Alcanina. A e A1;Be Bl: Ce Cl; DeDI: E e E1 20X (Barra:
1000pum).
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Quando as cCGEs ndo foram cultivadas em monocamadas de CEFs, as células
formavam colonias em suspensdo com estruturas semelhantes as corpos embrioides (embryoid
bodies-EB) (Figura 29). Os EBs apresentaram morfologia esférica com bordas definidas.

Permaneceram em cultura por até sete dias e todos foram positivos para AP.

Figura 29 — Fotomicrografias da morfologia celular dos corpos embrioides.
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Fonte: SOUZA, A.F.; 2017
Legenda: Fotomicrografias da morfologia celular dos corpos embrioides. Na figura A, B e C evidenciamos a
formagdo dos corpos embrioides da cultura de células cCGEs quando cultivadas sem monocamadas

fibroblasticas. Nota-se na figura D que o corpo embrioide ¢ positivo para Fosfatase Alcalina. Figura A
4X, figura B 10X e figura C e D 40X (Barra: 100pum).

7.2.2. Imunocitoquimica e Extracdo de RNA, sintese de cDNA e reaciao polimerase em
cadeia em Tempo Real (QPCR)

Na técnica de imunocitoquimica observou-se que os nucleos das células cCGEs foram
positivos para as proteinas POUSF1 e DPPA3 ao longo da coldnia celular. Para as proteinas
DDX4 e DAZL houve imuno positividade na membrana e no citoplasma celular das cCGE:s e,
preferencialmente, se localizaram na parte periférica ao longo da coldnia celular. Também foi
realizado o ensaio de imunocitoquimica com a proteina de membrana THY-1 foi detectado

tanto na periferia quanto no interior das colonias das cCGEs (Figura 30), tal resultado
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demonstra que as colonias das cCGEs sdo constituidas, em sua grande maioria, por
células somaticas, isto explica a diferenciagdo rapida em cultura das células cCGEs.

Para o perfil epigenéticos utilizamos os marcadores SmC, ShmC, H3K27me3 e
H3K9me2 e as coldnias celulares apresentaram intensa positividade para o marcador de histona
H3K27me3, enquanto, que para H3K9me?2 houve pouca células positivas ao redor da periferia
da colonia das cCGEs. Interessantemente, o marcador epigenéticos de hidroximetilagdao, ShmC,

foi positivo nas células somaticas e no interior da colonia das cCGEs (Figura 30).



Figura 30 — Fotomicrografias das anélises de imunocitoquimica das colonias cCGEs
POUSF1594 +/HOESCHST DDX4 488 + [HOESCHST DPPA3 488 +/ HOESCHST

-

S5hmC488/THY 1594/ H3K9me2 488/ HOESCHST

Fonte: SOUZA, A.F.; 2017

DAZL 488 +/ HOESCHST
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Legenda: Fotomicrografias das analises de imunocitoquimica das células cCGEs. Na figura A, observa-se a marcacdo nuclear para a proteina POUSF1(vermelho) na regido
interna e na periferia da colonias das cCGEs. Na figura B, imunopositividade na periferia das células cCGEs para a proteina de membrana DDX4 (verde). Na figura
C imunomarcagdo para a proteina nuclear DPPA3 (verde) em toda a colénia cCGEs. Na figura D nota-se marcagdo citoplasmatica para a proteina DAZL (verde). Em
E, dupla marcag@o para o anticorpo de membrana THY-1 (vermelho) e o anticorpo de hidroximetilagdo ShmC (verde), ficando assim o merge alaranjado. Na Figura
F, evidenciamos algumas células positivas para o marcador de histona H3K9me2 (verde). Em G obseva-se positividade nuclear nas células cCGEs para o marcador

de histona H3K27me3. As figuras A-G possuem o aumento de 60X (Barra: 100pm).
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Pelas as células cCGEs apresentarem uma populacao celular heterogénea, decidiu-se
realizar as andlises de RTq-PCR para quantificar os genes transcriptos (NANOG) e (DDX4).
Através do teste T de Student foi comparada a média de expressdo entre esses genes (P<0,10).
Pode-se verificar que houve diferenga de expressdo dos genes pluripotentes e germinativos
NANOG e DDX4 (Grafico 2). No qual. NANOG teve alta expressdo quando comparado
durante o cultivo das cCGEs do que DDX4. Tal resultado, torna-se satisfatorio, mostrando que

as células cCGEs retém certo nivel de pluripoténcia.

Grafico 2 - Expressdo dos genes pluripotentes e germinativos nas CCGEs, apos 10 dias de cultivo.
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Fonte: SOUZA, A.F.; 2017

7.2.2. Teratoma in vivo

Para testar a capacidade de diferenciagdo in vivo das células cCGEs e seu potencial de
plutipoténcia in vivo foi realizado o ensaio de formacdo de teratoma em camundongos
imunodeprimidos (Balb/c — nude). As cCGEs foram cultivadas e inoculadas via subcutanea e
intraperitoneal nos camundongos e apds 8 semanas os animais foram eutanasiados e os pontos
de inoculagdo foram expostos para averiguar possiveis formagdes de tumores contendo as trés
camadas germinativas. Nao foram registradas quaisquer formagdes macroscopicas de teratomas

nos pontos de injecdo, mas mesmo assim realizamos a avaliagdo histopatologica. Analisou-se
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os fragmentos do encéfalo, coragdo, pulmao, estdmago, intestino delgado, cdlon, pancreas, bago
e figado e apos processamento histologico, os cortes de ambos os animais foram analisados por
médico veterinario patologista e ndo apresentaram anomalias celulares, com arquitetura

preservada, bem como parénquima e tecidos glandulares sem alteracdes. (Figura 31).

Figura 31 — Fotomicrografias da histopatologia dos érgdos: cérebro, coragdo, pulmio, bago, figado, pancreas,
estomago, intestino delgado e intestino grosso dos camundongo (Balb/c — nude).

Estc")mago (regiao fundica)

Intestino Delgado

Intestino Grosso

Fonte: SOUZA, A.F.; 2017

Legenda: Fotomicrografias da histopatologia dos orgdos: cérebro, coracdo, pulmio, bago, figado, pancreas,
estomago, intestino delgado e intestino grosso dos camundongo (Balb/c — nude). Figura A demonstra o
cérebro com suas células granulares (GC), células neurogliais (Ng) e células Piramidais (Py). Na figura
B evidéncia o macroscopicamente o coragdo com a camada mais interna, o endocardio, revestido pelo
o tecido conjuntivo (CT) com nticleos (N) evidentes nas entre as fibras de Purkinje (PF). Em B2 observa-
se a luz do ventriculo que apresenta um folheto de valvula (LE). Figura C, destaca o pulm&o com o
bronquio intrapulmonar revestido por musculo liso (SM), placas de cartilagem hialina (HC). Figura D,
0 6rgdo bago com uma espessa capsula (CA) de tecido conjuntivo e linfocitos (Ly). Figura E demonstra
o figado com sua veia porta (PV) e as placas de células hepaticas (LP) compostas de hepatdcito (H).
Figura F demonstra o pancreas, evidenciando as células centroacinares (CA) da porgdo exocrina; na
porgdo enddcrina nota-se células com morfologia pequena e esférica chamadas de ilhoras de Langerhans
(IL) do qual recebem o suprimento sanguineo (BV). Na figura G demonstra o estomago, evidencia-se
as glandulas findicas com células parietais (CP) com sua morfologia arrendondada. Na figura H a
porgdo do intestino delgado demonstrando, as criptas de Lieberkiihn compostas pelas células calciforme
(CC) das quais produzem muco e células fonte (CF). Na figura I, elucidamos o colon, exibe as células
calciformes (CC), células linfoides (CL) e a musculatura da mucosa (MM). Todas as figuras possuem
o aumento de 40X (Barra: 20pm).
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7.3 DISCUSSAO

A obtencao in vitro de células germinativas tem criado uma grande expectativa entre os
pesquisadores, uma vez que estabelecida, essa linhagem celular poderd ser usada em
transplantes para auxiliar na producdo de gametas maduros e nas tecnologias voltadas a
reproducao (HENDRIKS et al., 2015).

Com os avancos de técnicas de reprogramacao celular, recentes pesquisas, como as de
Irie et al., (2015) e Sasaki et al., (2015), demonstram que as células iPS podem ser
reprogramadas a uma populagdo de células Epiblasto-/ike ou mesodérmicas-/ike e, desta, na
geracdo de CGPs-like. Contudo, as CGPs-like ainda sdo uma linhagem celular recente e
ocorrem muitas incertezas na possivel utilizagdo destas nas terapias celulares. Uma vez que,
para a obteng¢do final das CGPs-like, as células passam por varios estagios de reprogramacao,
podem ocorrer alteragdes epigenéticas anormais prejudicando o cultivo in vitro. Deste modo,
torna-se interessante a pesquisa de obtencdo de células germinativas sem a inser¢do de fatores
de reprogramacdo. Na literatura sdo demonstradas que as CGPs colocadas em cultura,
juntamente com suplementos, sdo capazes de gerar uma nova linha celular as CGEs (LEITCH
etal., 2010; SHAMBLOTT et al., 1998).

Assim, em concordancia com as pesquisas realizadas anteriormente, demonstramos
neste estudo pela a primeira vez, que as CGPs caninas de machos sdo capazes de derivar as
CGEs caninas. Pesquisa como a de PARK et al., (2004) demonstrou que CGEs nao foram
derivados de testiculos que possuiam mais de 13 semanas de gestagdo. Desta forma, com base
na literatura e pelos os resultados obtidos com o experimento 1 deste estudo, acreditamos que
poderia ser benéfico obter gonadas embrionarias de 30 dias de gesta¢do (das quais possuem
tanto marcadores pluripotentes quanto germinativos) a fim de obter CGEs caninas.

Depois de isoladas as cCGPs, cuidados especiais precisaram ser requeridos durante a
degradagdo enzimatica e no cultivo para evitar a apoptose celular. Como demonstrado em
outros estudos de células-tronco de caes, a acdo exclusiva de um Uinico agente enzimatico, como
a tripsina ou colagenase, causa injuria no cultivo celular (HATOYA et al., 2006). Assim, um
apropriado conjunto de enzimas, como dispase, hialuronidase e EDTA, foi utilizado para
melhor promover a desagregacdo das cristas gonadais. A agdo e a eficiéncia dessas enzimas
foram comprovadas em estudos realizados com CGEs humanas e células-tronco de caes

(HATOYA et al., 2006; TURNPENNY et al., 2006a).
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Por isso, para promover a melhor condi¢do de cultura nas células cCGEs foram
necessarios meios especificos e suplementos. Usualmente, nas espécies de mamiferos as CGEs
tém sido realizado com o co-cultivo sobre uma monocamada embrionaria ou fetal de
fibroblastos de camundongos inativados mitoticamente. De acordo com Koh et al., 2013, as
monocamadas fibroblasticas auxiliam na produgdo de fatores de crescimento, que controlam o
crescimento ¢ a diferenciacdo celular. Assim, neste estudo decidiu-se promover essa
monocamada utilizando o proprio fibroblasto embriondrio canino. A utilizagdo das
monocamadas nos cultivos de cCGEs ajudaram as coldnias celulares a se fixarem na placa de
cultura e permanecerem em cultivo por um periodo prolongado.

Condigdes particulares, como a adi¢do de suplementos foram também requeridos para
o desenvolvimento e prolifera¢ao na cultura das cCGEs. Suplementos, como o LIF, auxiliaram
para manter o estado indiferenciado das células, mantendo os niveis de pluripoténcia e
reduzindo os niveis de morte celular (DUNGLISON; BARLOW; SARGENT, 1996; ZHANG
et al., 2006). O aditivo bFGF ¢ importante no inicio da cultura das CGEs humanas e CGEs de
camundongos porque funciona como um mitégeno potente para as células (HAIG; GRAHAM,;
HOLMES, 1991; HAIK et al., 2000). Outro importante suplemento utilizado ¢ o fator forscolin.
Pesquisas em CGEs humanas e de camundongos demonstraram que ao adicionar este
suplemento aumenta o nimero das colonias, pois aumenta os niveis de CAMP intracelular
estimulando o ciclo adimilato da proteina Kinase A, promovendo a auto-renovagao (DOLCI;
PESCE; FELICI, 1993; TURNPENNY, et al., 2003). Ao adicionar todos esses fatores no
cultivo de cCGEs, como demonstraram os resultados, verificou-se formagdes de colonias sendo
todas positivas para AP até o vigésimo dia de cultura. A marcacdao de AP ¢ comumente utilizada
para marcar células pluripotentes e possui um importante papel na identificacdo das CGPs, bem
como nas CGEs (MacGREGOR et al., 1995; YABUTA et al., 2006). Desta forma, os resultados
com CGEs caninas estdo de acordo com os encontrados nas CGEs humanas, de camundongos
¢ suinos (DURCOVA-HILLS et al., 2003; PARK et al., 2004; PETKOV et al., 2011;
PIEDRAHITA et al., 1998). Contudo, na auséncia destes suplementos e da monocamada
fibroblastica houve falhas na sobrevivéncia das ¢cCGEs, ndo derivando coldnias e as CGES
foram, facilmente, modificando sua morfologia em outros tipos celulares, como células
epitelias e fibroblastoides.

Quando as cCGEs foram colocadas em cultura com todos os suplementos, mas na
auséncia de monocamadas fibroblasticas, notou-se formar pequenos agregados esféricos com
caracteristicas de corpos embrioides positivos, fortemente marcados para AP. A habilidade de

se diferenciar em corpos embrioides, em culturas suspensdes in vitro, ¢ uma das caracteristicas
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de células-tronco pluripotentes. Deste modo, as cCGEs vao de encontro com descrito em CGEs
humanas, onde foi possivel a formag¢ao de células com caracteristicas de EBs (SHAMBLOTT
et al., 1998).

As colonias das cCGEs foram positivas para os anticorpos POUSF1, DDX4, DAZL,
DPPA3 e THY-1 e expressaram o gene pluripotente NANOG. Tal resultado sugeriu as
caracteristicas de uma colonia CGEs, as quais possuem positividade para ambos os marcadores
pluripotentes quanto germinativos (TANG et al., 2016). Tais resultados vao de encontro com o
encontrado nas CGEs de humanos, camundongos, suinos e coelhos (KAKEGAWA et al., 2008;
KERR et al., 2008; MCLAREN, 2003; PETKOV et al., 2011b). Infelizmente, ndo houve
imunomarcagdo para o anticorpo SSEAI1, sendo considerado um marcador chave para
identificar as CGEs de camundongos e humanos (DURCOVA-HILLS; AINSCOUGH;
MCLAREN, 2001; TURNPENNY et al., 2006b). Porém, a falta da imunomarca¢ao de SSEA1
em células-tronco e iPS de caes ¢ variavel, pois em alguns estudos relatam a expressdo e em
outros sao ausentes (HATOYA et al.,, 2006; VAAGS et al., 2009; WHITWORTH;
OVCHINNIKOV; WOLVETANG, 2012).

Reprogramacdes epigenéticas também foram analisadas nas colonias das cCGEs pela
técnica de imunocitoquimica. Geralmente, o cultivo in vitro de células-tronco esté suscetivel a
mudanga na metilagdo do DNA (DEAN et al., 1998). Essas mudangas epigenéticas durante
cultivo implicam no uso restrito dessas células quando aplicadas a medicina regenerativa, pois
podem apresentar tumorogénesis e restricdo na diferenciagdo em outros tipos celulares
(CINZIA et al., 2004). Neste estudo com cCGEs, verificamos que as coldnias ndo apresentaram
positividade para o marcador de metilagao SmC, contudo houve a presenga do anticorpo ShmC.
Este resultado difere do encontrado nas gonadas masculinas in vivo (experimento 1), em que
houve a marcagdo de SmC e auséncia de ShmC. Tais resultados sugerem que o cultivo in vitro
das cCGEs modificam seu estados de metilagdo do DNA, exibindo a oxidagao de 5SmC a ShmC.

Como houve uma diferenca do estado de metilagdo do DNA, durante o cultivo in vitro
das cCGEs, decidiu-se realizar o teste de formagdo de teratoma para averiguar o potencial
tumorogénico destas células. Este teste também ¢ usualmente realizado em células CGEs de
camundongos para a comprovacdo dos trés folhetos germinativos, avaliando-se assim, seu
potencial de pluripoténcia (DURCOVA-HILLS; SURANI, 2008). Contudo, neste estudo, apds
oito semanas de inoculacdo, ndo foram evidenciados quaisquer formagdes tumorais nos
camundongos Balb/c Nude. Em caes ndo existem pesquisas relatando formagodes de teratomas
com CGEs. Os unicos estudos relacionados a formacao de tumores em caes sao em células a

partir de iPS e, mesmo assim, os resultados sdo divergentes. Dados na literatura como as
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pesquisas de Luo et al., (2011); Shimada et al., (2010), ndo obtiveram sucesso na formacao
tumoral de células iPS caninas apds 7-12 semanas de inocula¢do, sugerindo que a injecdo destas
células em camundongos imuno suprimidos ndo fosse a forma mais adequada para a formagao
de tumores. Contudo, Whitworth; Ovchinnikov; Wolvetang, (2012) injetaram as células iPS
caninas em oito linhagens de camundongos nudes e relataram formagdes tumorais apds 16
semanas em apenas dois camundongos. Os tumores possuiam discretas formacdes de corddes
com caracteristicas germinativas assemelhando-se a tumores germinativos. Koh; Piedrahita,
(2014), apos sete semanas de inoculacdo de células iPS caninas, sdo os unicos autores que
relatam as formagdes tumorais provenientes dos trés folhetos germinativos. Em humanos, ¢
comum a formacdo de tumores em células-tronco embrionarias com a evidéncia dos trés
folhetos germinativos (DONOVAN, 2003). Contudo, em hCGEs ndo existem relatos de
formacgao de tumores in vivo (LI et al., 2014; PAN et al., 2005; LIU et al., 2004; PARK et al.,
2004; SHAMBLOTT et al., 2001). De acordo com Turnpenny et al., 2006, a auséncia de
formagdes tumorais ndo significa que as células hCGEs ndo possuem pluripoténcia, e sim, que
estas células possuem respostas ambientais diferentes quando injetadas em camundongos
imuno suprimidos. O fato das CGEs caninas ndo formarem tumores, primeiramente, sugere que
elas sdo mais semelhantes as hCGEs e possuem respostas biologicas diferentes das CGEs de
camundongos. E, segundo, pode ser que, aumentando as semanas pds inoculagdo das cCGEs,
ocorra a evidéncia da formacao tumoral, como visto nas iPS caninas.

Variacdes na cultura de CGEs tém sido descritos, principalmente, em células
germinativas embrionarias humanas (hCGEs) (BAZLEY et al., 2015). Na revisao realizada por
Turnpenny et al., (2006b), sobre as hCGEs, relatou a existéncia de dois tipos celulares, uma
nomeada de proliferacdo pobre (PP), a qual demonstra auséncia de colonias celulares,
fracamente positivas para AP e que permanecia em cultura por tempo limitado. O segundo tipo
celular sdo as de proliferagdes vigorosas (VP), as quais formam numerosas colonias, que sao
fortemente positivas para AP e permanecem em cultura por aproximadamente 14 passagens.
Neste estudo foi constado que as cCGEs exibiram a formacao de colonias que sdo fortemente
positivas para AP e expressam marcadores pluripotentes e germinativos. Contudo, a taxa de
proliferacdo decai constantemente conforme os dias de cultura, produzindo uma linhagem de

cCGE:s instavel que perde a capacidade pluripotente.
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7.4 CONCLUSOES PRELIMINARES

A derivagdo das CGEs foi relatada em diversas espécies e por varios grupos de pesquisas
e continua sendo tema de pesquisas atuais. Isto ¢ devido a capacidade das CGPs abrir uma gama
de oportunidades, pois se torna um modelo desejavel de pesquisa na area reprodutiva e uma
fonte potencial de producdo futura de gametas in vitro. Neste estudo, teve-se como objetivo
derivar as cCGEs e identificar qual ¢ a dinamica de marcadores pluripotentes, germinativos e
epigenéticos que sao importantes durante o seu desenvolvimento. Assim, verificou-se que:
v Foi possivel derivar CGEs, a partir de embrides com 30 dias de gestagdo, pois
estes apresentavam células germinativas juntamente com a expressao de genes
e marcadores pluripotentes.
v As colonias de CGEs sdo positivas fortemente para AP, expressam o gene
pluripotente NANOG e o marcador pluripotente POUSF1 e germinativos DD X4,
DAZL e DPPA3.

v' Sido capazes de formar corpos embrioides positivos AP.

<\

Nao apresentou formagdo de teratomas in vivo.

v’ Apresentou alteragdo dos marcadores epigenéticos SmC e 5hmC quando
comparados com o embrido in vivo.

v" Mesmo sobre condi¢des particulares de cultura, como os suplementos, ndo

foram capazes de manterem-se em cultura em longo prazo.
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8.0 CONCLUSAO GERAL

1)No experimento 1, vimos que durante o desenvolvimento das gonadas & testiculo fetal

as CGPs masculinas sdo epigeneticamente reprogramadas no perido inicial ao 22pF.

2)No experimento 2, verificamos que as CGPs masculinas caninas possuem a
capacidade de se diferenciarem em CGEs, contudo possuem um tempo limitado durante sua

cultura celular.

9.0 PERSPECTIVAS FUTURAS

Caes tém sido usados como modelo animal em terapias de doencgas e transplantes ha
mais de uma década. Quando comparados os cdes com a espécie camundongo, percebeu-se que
os caes possuem vida util longa, sdo geneticamente e fisiologicamente mais parecidos com os
humanos do que os roedores. Isto faz do c@o um 6timo modelo de estudo para transpor os
conhecimentos a humanos em terapias celulares e na manipulagao genética.

Ao ser capaz de identificar as assinaturas moleculares das cCGPs e cCGEs, pode tornar-
se uma ferramenta valiosa para isolar esta populacdo de células germinativas distinta para
andlise citologica e molecular. De grande interesse ¢ o periodo de desenvolvimento no destino
das células germinativas estudado nesta pesquisa, pois € o momento em que as células
germinativas caninas demonstram ter a capacidade de formar cCGEs. Esta informag¢do podera
auxiliar em futuras pesquisas para a identificagdo das células progenitoras, as cCGEs, bem

como nos mecanismos envolvidos na sua conversao.
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