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Resumo

A via de sinalizacdo TGF-p3 esté presente em todos os metazoarios, regulando diversas etapas
do desenvolvimento embrionério e da resposta imunoldgica, além de estar envolvida no
processo carcinogénico e regulacdo da espermatogénese. A espermatogénese é um processo
altamente organizado, cujo funcionamento adequado garante a sobrevivéncia das espécies.
Maiores estudos que auxiliem na compreensdo dos mecanismos endocrinos e paracrinos
responsaveis pelo refinamento dos processos que ocorrem no nicho espermatogonial sao
necessarios. Visto isso, a via de TGF-B por mediar processos celulares fundamentais para a
funcdo testicular (auto-renovacédo e diferenciacdo), se torna de grande relevancia para uma
compreensdo mais ampla do processo espermatogénico. Uma abordagem muito valiosa para o
entendimento da funcdo testicular é a utilizacdo de inibidores especificos de vias de
sinalizacdo. Dito isso, com o intuito de avaliar o papel da subfamilia TGF-p no nicho
espermatogonial de zebrafish, foi utilizado o inibidor A83-01, bloqueador da ativacdo da
subfamilia TGF-  (TGF-B, Inibina, Actina e Nodal). Também, foi avaliado o papel do Fsh na
via de sinalizagdo TGF-f, de forma a agregar aspectos importantes sobre essa sinalizacdo e
sua influéncia no nicho espermatogonial de teledsteos. Nossos resultados mostram que o
inibidor potencializou os efeitos de pro-diferenciacdo do Fsh, favorecendo diferenciacdo
excessiva e reduzindo os estoques de espermatogonias tronco. Desta forma, conclui-se que os
resultados aqui encontrados indicam que a subfamilia TGF-p atua como fator pro-

proliferacdo, promovendo auto-renovacao espermatogonial.



Abstract

The TGF-pB signaling pathway is ubiquitous among the metazoans, regulating several
stages of both embryonic development and immunological responses, being also
involved in the carcinogenic process and spermatogenesis regulation. Spermatogenesis
is a highly organized process, in which adequate functioning guarantees the survival of
the species. Further studies concerning endocrine and paracrine mechanisms are
necessary. Based on that, due to the fact that the TGF-3 mediates cellular processes that
are fundamental to the testis function (self-renewal and differentiation), it becomes
relevant for a better comprehension of the spermatogenetic process. In this context, a
valuable approach to understand the testis function is the use of specific signaling
pathway inhibitors. Therefore, this work aimed to evaluate the role of TGF-f subfamily
in the zebrafish spermatogonial niche, using A83-01, as a selective inhibitor of TGF-$
subfamily (TGF-B, inhibin, activin and nodal). The role of Fsh in the Tfg-B signaling
pathway was also evaluated, aggregating important aspects about this signaling in the
teleost spermatogonial niche. Our results showed that A83-01 potentialized the pro-
differentiation effects of Fsh, promoting an excessive spermatogonial differentiation and
depletion of spermatogonial stem cells. In conclusion, the results found here indicate
that TGF-pB subfamily acts as a pro-proliferation factor, promoting spermatogonial stem

cell self-renewal and/or inhibiting spermatogonial differentiation.
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1. Introducéo Geral

1.1 - O nicho espermatogonial

A espermatogénese € um processo altamente organizado e complexo, no qual células
indiferenciadas - as espermatogbnias tronco - sdo responsaveis por transmitir o material
genético de um individuo para a proxima geracdo, ap0s sucessivos ciclos de mitose e meiose
(Hess & Franca, 2008; Schulz et al., 2010). As espermatogonias tronco sdo, portanto, as
unicas células tronco do organismo capazes de contribuir na formacéo do material genético da
prole.

Assim como todas as células tronco, as espermatogonias tronco possuem propriedades
de se auto-renovarem para manter seu ndmero nos testiculos, como também de produzir
células diferenciadas comprometidas com o processo espermatogénico (De Rooij & Russel,
2000; Nobrega et al., 2009). O balan¢o adequado entre estes dois processos € essencial para
assegurar a homeostase e a continuidade da espermatogénese (Nébrega et al., 2014). Por
exemplo, caso a auto-renovacdo seja predominante, a espermatogénese sera interrompida,
formando um tumor testicular (De Rooij et al., 2006a, b). Por outro lado, se a diferenciacéo é
favorecida, o tecido gradativamente perde sua funcdo devido a auséncia de novas
espermatogonias tronco (De Rooij et al., 2006 a, b).

As espermatogdnias tronco residem em um microambiente especifico no testiculo
denominado de nicho espermatogonial (Oatley & Brinster , 2008; De Rooij, 2009). Tanto em
peixes como em mamiferos, o nicho é composto por dois tipos celulares, as células
germinativas e as células somaticas. A linhagem germinativa é formada pelas
espermatogonias tronco. Em peixes, estudos tém descrito dois tipos de espermatogbnias
tronco: tipo A indiferenciada quiescente (Aung=) € tipo A indiferenciada ativa (Aung) até o

presente momento, ndo é sabido se estas células estdo separadas por divisdo mitética ou se



constituem o mesmo tipo celular em diferentes etapas do ciclo celular (N6brega et al., 2010;
Schulz et al., 2010; Camargo et al., 2017).

As células somaticas ddo suporte estrutural e também criam um cenario molecular
propicio para a sobrevivéncia, manutencao e atividade das espermatogonias tronco. As células
somaticas que constituem o nicho sdo: as células de Sertoli, as peritubulares midides e as
células de Leydig (Nébrega et al., 2010). As células de Sertoli estdo localizadas no interior
dos tubulos seminiferos em intimo contato com as espermatogbnias tronco. Em amniotas
(répteis e mamiferos), as espermatogonias tronco estdo localizadas no compartimento basal,
apoiadas sobre uma membrana basal, e circundadas adjacentemente por células de Sertoli
(Figura 1A) (McLean 2005; De Rooij, 2006b). J& em anamniotas (peixes e anfibios), as
células de Sertoli circundam completamente uma espermatogdnias tronco, formando uma
estrutura, conhecida como espermatocisto ou cisto (Figura 1B) (Grier, 1993; Schulz et al.,
2010). Nestes vertebrados, as espermatogdnias tronco ndo estdo apoiadas sobre a membrana

basal (Nobrega et al., 2010).



Figura 1: Comparacdo entre a espermatogénese em estadios de amniotas (répteis, aves, mamiferos)
(A) e espermatogénese cistica dos anamniotas (peixes, anfibios) (B). A Figura ilustra as diferencas
entre a relacdo célula de Sertoli/célula germinativa na espermatogénese em estadios e cistica. Em A, a
célula de Sertoli suporta a0 mesmo tempo diferentes “clones” de células germinativas em diferentes

fases de desenvolvimento. Enquanto que em B, a célula de Sertoli suporta apenas um “clone” em uma

10



mesma fase de desenvolvimento por vez. Células de Sertoli (SE); lamina basal (BL); células
peritubulares midides (MY), células de Leydig (LE), espematogbnia (SG); espermatécito (SC);
esperméatide arredondada (RST); espermatide alongada (EST); espermatogdnia do tipo A
indiferenciada* (Aund*) (célula tronco?); espermatogbnia do tipo A indiferenciada (Aund);
espermatogbnia do tipo A diferenciada (Adiff); espermatogbnia do tipo B (B early-late);
espermatocitos primarios em leptéteno/zigéteno (L/Z), paquiteno (P), dipléteno/metafase | (D/MI);
espermatocitos secundarios/metafase 11 (S/MII); espermatides iniciais (E1); intermediarias (E2); finais

(E3); espermatozdides (SZ); e vasos sanguineo (BV). Retirado de Schulz et al., 2010.

Além do suporte estrutural, as celulas de Sertoli também s&o responsaveis por integrar
sinais enddcrinos, traduzindo-os em fatores de crescimento (No6brega et al., 2014; Lacerda et
al., 2012). As ceélulas peritubulares midides envolvem os tubulos seminiferos e providenciam
suporte estrutural a estes. Estas células também secretam fatores de crescimento e
componentes de matriz extracelular, indicando importante papel destas células na regulacdo
das espermatogonias tronco (Skinner et al., 1985; Spinnler et al., 2010). As células de Leydig,
encontradas no compartimento intersticial, tem como funcéo produzir andrégenos, fatores de
crescimento (Oatley et al., 2009) e peptideos da familia relaxina como o InsI3 (Assis et al.,
2016). As espermatogonias indiferenciadas estdo preferencialmente distribuidas em regides do
tibulo seminifero adjacentes ao compartimento intersticial, onde se localizam as células de
Leydig (Chiarini-Garcia et al., 2001., 2003; Lacerda et al., 2014) (Figura 2). Esta localizacao,
provavelmente ocorre em funcdo do maior aporte de fatores essenciais para a regulacdo das
espermatog6nias tronco, incluindo oxigénio, gonadotropinas hipofisarias como o horménio
Foliculo-estimulante (Fsh) e horm6nio Luteinizante (Lh), que atuam na célula de Sertoli e

Leydig.
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Figura 2. Nicho espermatogonial em zebrafish, Danio rerio. As espermatogonias tronco distribuem-se
preferencialmente nas regides dos tubulos seminiferos préximas das areas de confluéncia de tecido
intersticial, onde estdo localizadas as células produtoras de esterdides, as células de Leydig ( LE),
vasos sanguineos (BV) e outros elementos do tecido conjuntivo. BM, membrana basal; PM, células
peritubulares mioides; SE, células de Sertoli; Auwnd*/ Aung, €spermatogdnias iniciais; Adiff,
espermatogébnias diferenciadas; B early, espermatogdnias do tipo B inicial; B Late, espermatogbnias
do tipo B final; SZ, espermatozoides; e seta indicando o epitélio germinativo. Retirado de Nébrega
(2014).

1.2 A Via de sinalizagdo TGF-p

A via de sinalizacdo TGF- é uma via de regulacdo génica altamente complexa e
conservada nos organismos multicelulares, Esta via foi delineada por volta dos anos 90 e
desde entdo vem sendo amplamente estudada em diversos modelos biolégicos (Massagué et
al,. 2000; Massagué & Xi, 2012). A sinalizacdo TGF-p esta relacionada a papéis chave no
controle do desenvolvimento ontogenético, regulando processos como formacdo da
mesoderme, endoderme e especificacdes de simetria. Ademais, controla mecanismos celulares

pos-ontogénese, como auto-renovacdo, diferenciagdo e apoptose, aléem de estar envolvida no
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processo carcinogénico e na resposta imunoldgica (Kitisin et al., 2007; Laux et al., 2011;

Massagué & Xi., 2012).

A via de sinalizacdo TGF-p tem sua ativacdo iniciada pelos membros da superfamilia
TGF-B (transforming growth factor-f), composta por mais de 40 ligantes proteicos de
regulagdo autdcrina e parécrina. Algumas dessas proteinas sdo conhecidas por mdltiplos
nomes devido as circunstancias de sua descoberta (Massagué et al., 2003; Itman et al., 2006;
Fan et al., 2011) e tem como caracteristica formar dimeros para sinalizacdo. Cada subunidade
contém sete residuos sp@iecisteinas conservados que apresentam trés ligacGes dissulfeto

intramoleculares e uma ligagéo intersubunidades ( Itman et al., 2006; Fan et al., 2011).

Em mamiferos, os principais membros da superfamilia TGF-p sdo : Nodal; TGF-fs 1-3
(codificadas por genes diferentes); activinas (formadas por dimeros de subunidades activina B,
também conhecidas como subunidades inibina f); inibinas (formadas por subunidades de
inibina o ¢ inibina B); Proteinas morfogenéticas dsseas (BMPs) e horménio anti-mulleriano
(AMH). Proteinas homdlogas sdo encontradas em vérias espécies, incluindo Xenopus laevis,
Caenorhabditis elegans, Drosophila melanogaster e Danio rerio (Schier & Shen, 2000;

Miyazama et al., 2002; Shi & Massagué, 2003 Spiller et al., 2017).

As proteinas da via TGF-B presentes na matriz extracelular se ligam & complexos de
receptores de membrana serina/ tirosina quinase tipo | e tipo I1. Os receptores tipo Il possuem
dominio extracelular para associagdo especifica com os ligantes da superfamilia TGF-B, séo
eles TGF- BRIl para TGF-Bs; ActRIIA/ActRIIB para Inibina, Activina e Nodal; BMPR-1I e
ActlIA/ActRIIB para BMPs e AMRH-II para o AMH (Massagué, 2000; Dijke et al., 2002;

Shi & Massagué, 2003; Fan et al., 2011; Spiller et al., 2017) (Figura 3).
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Figura 3: Representacdo esquematica da via de sinalizagdo TGF-B. Cada ligante da superfamilia
TGF- B (TGF- B, Inibina, Activina, Nodal) e sua sinalizacdo através de diferentes combinacgdes de
receptores de membrana Tipo | e Tipo Il. Receptores tipo | incluem ALKs 2, 3, 4, 5, 6 e 7, 0s
receptores Tipo Il incluem TGF- BR-11; ActRIIA (ndo representada), ActRIlb, BMPR-1I e AMHR-II.
O complexo ativado fosforila efetores proteicos citoplasmaticos chamados Smads. As Smads (1, 2, 3,5
e 8) apds ativadas (fosforiladas) interagem com a Smad 4, formando um complexo que se transloca até
0 nucleo celular e junto a coativadores e corepressores regula a regido promotora de mais de 500
genes. Adaptado de Shi & Massagué, 2003.

Os receptores tipo | sdo componentes downstream na via de sinalizacdo e sdo
denominados ALKSs (Activin receptor-like kinases), sendo as ALKs 2, 4 e 7 formadoras do
complexo ativado por Nodal e Activina; ALK 5 para TGF-Bs; e ALK2, 3 e 6 para BMP e
AMH (Figura 3) (Miyazama et al., 2002; Zhao e Garbens et al., 2002; Spiller et al., 2017). A
partir da formacdo do complexo ligante/receptor Il e I ocorre uma cascata de fosforilagdes,
iniciada com o receptor tipo 1l fosforilando o receptor tipo | que também por fosforilacao ativa
proteinas mediadoras citoplasmaticas chamadas Smads (Massagué et al., 1998; Miyazama et

al., 2002) descritas a seguir (Figura 4).
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Figura 4: A via de sinalizagdo transformante TGF-B. Um ligante da superfamilia TGF- B se liga ao
receptor tipo Il (1) e recruta o receptor tipo | (2) levando a formacgdo de um receptor complexo (3) e a
fosforilacdo do receptor tipo | (4). Apds a ativacao, o receptor tipo | fosforila as SMADs reguladas por
receptores (R-Smads) (5), permitindo que essas proteinas se associem com a Smad4 (6) e migrem pra o
nucleo (7). No ndcleo, o complexo SMAD se associa com cofatores (8), e 0 complexo formado se liga
a regides regulatérias especificas em genes-alvo, ativando assim a transcricdo (9). Adaptado de
Massagué, 1998.

O termo "Smad” foi criado com a identificagdo da SMAD1 em humanos, dada sua
homologia com as proteinas Sma de Caenorhabditis elegans e Mad de Drosophila (Liu et al.,
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1996; Savage et al., 1996). As Smads sdo divididas em 3 grupos de acordo com sua funcéo.
As R-Smads estdo associadas aos receptores tipo | e realizam a mediacdo de sinal da
membrana em direcdo ao nucleo, sdo elas Smads 1, 2, 3, 5 e 8. A Co-smad (Smad 4) cuja
funcdo é se ligar as R-Smads no citoplasma, carreando-as para o nudcleo celular. E por fim, as
I-Smads (Smads 6 e 7) antagonistas das R-Smads e que apresentam atividade inibitoria sob

estimulos especificos (Itman et al., 2006; Lin et al., 2006; Spiller et al., 2017).

As R-Smads sdo ativadas pelo complexo ligante/receptor tipo | e 11 de acordo com uma
distribuicdo que nos permite agrupar a via TGF-f em duas grandes subfamilias (Vogt el al.,
2011, Spiller et al., 2017). A subfamilia TGF-p tem como mediadores as R-Smads (2 e 3) e
como ligantes as TGF-Bs, Inibina, Activina e Nodal; e a subfamilia BMP que tem sua
sinalizacdo mediada pelas R-Smads (1, 5 e 8) e os ligantes BMPs e AMH. Em comum a
ambos, a Smad 4 transporta as R-Smads fosforiladas (1, 2, 3 ,5 e 8) do citoplasma para o
nacleo celular; esse conjunto levado ao DNA gendmico atua na regulacdo da expressao
génica, em associacdo a Coativadores, Corepressores e demais reguladores transcricionais

(Lin et al., 2006; Xu et al., 2003; Massagué, 2003).

1.3 Mecanismos regulatdrios da espermatogénese

A espermatogénese em vertebrados é regulada principalmente por gonadotropinas e
esteroides sexuais que sdo 0s principais hormonios reprodutivos. As Gonadotropinas séo
produzidas na hipdfise, sendo elas o hormoénio foliculo estimulante (Fsh) e horménio
luteinizante (Lh) (Schulz & Nobrega, 2011; Morais et al., 2017). Em mamiferos, o FSH atua
exclusivamente em seus receptores presentes nas células de Sertoli (Heckert & Griswold,
1991 e 1993), estimulando a auto-renovagdo das espermatogonias tronco através do GDNF

(glial-derived neutrophic factor), uma proteina pertencente a superfamilia TGF-p produzida
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pelas células de Sertoli. (Yomogida et al., 2003; Savitt et al., 2012). Enquanto o Lh, através
do receptor de LH, regula a producdo de andrégenos nas células de Leydig (Heckert &

Griswold, 1991 e 1993).

Em teledsteos, tanto as células de Sertoli quanto as células de Leydig apresentam
receptores para 0 Fsh (Ohta et al., 2007; Chauvigne et al., 2012; Nobrega et al., 2015). O
Fshr em peixes também pode ser estimulado pelo Lh (promiscuidade do receptor), entretanto
requer altas concentracbes de Lh que ocorrem em situacdes fisioldgicas especificas como
época de desova e ovulagdo (ver revisdo Schulz et al., 2010). Teoricamente, o Lhr também
pode ser ativado pelo Fsh, mas em niveis de concentracBes acima dos niveis fisioldgicos,
podem ser considerados Lh especifico (Andersson et al., 2007; ver revisdao Schulz et al.,
2010). O Fshr presente nas células de Leydig torna o Fsh um estimulante da androgénese, em
particular da producdo do 11 Keto-testosterona (11-KT) (Ohta et al., 2007; Garcia-Ldpez et

al., 2009; Schulz et al., 2010).

Diferentemente dos mamiferos, o Fsh apresenta papel de pré-diferenciacdo na
espermatogénese dos peixes teledsteos (Schulz et al., 2010; Nébrega et al., 2015). Evidéncias
mostram que este papel pode ocorrer de forma independente de andrégenos. Nobrega e
colaboradores (2015) mostraram que o Fsh na presenca do trilostano, inibidor da enzima 3-p-
hidroxiesteroide desidrogenase (chave na esteroidogénese) promoveu a diferenciacdo
espermatogonial. A andlise de expressao génica nesse mesmo trabalho, mostrou que o gene
fator de crescimento semelhante a insulina 3 (igf3), produzido pelas células de Sertoli e
unicamente encontrado em peixes, estava altamente expresso. De forma parecida, o peptideo
semelhante a insulina 3 (insl3) produzido pelas células de Leydig, também teve sua expressdo
aumentada na influéncia de Fsh e trilostano. Em mamiferos, o gene INSL3 é responsavel pela

descida dos testiculos (Nef & Parada, 1999), sua funcdo ainda é pouco conhecida em peixes.
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Em zebrafish, Assis e colaboradores (2016) e Crespo e colaboradores (2016) demonstraram

um papel de pro-diferenciacéo espermatogonial para o Insl3.

Um terceiro fator de crescimento envolvido na regulacdo do nicho espermatogonial é o
hormonio Anti-Mulleriano (Amh). O AMH é um membro da superfamilia TGF-B, que em
mamiferos tem papel central na regressdo do ducto de Miller durante a diferenciagdo sexual
masculina de tetrapodes, além se estar envolvido na sintese de esteroides (Josso et al., 2006).
O Amh é sintetizado nas células de Sertoli e atuante nas células de Leydig; em Zebrafish, o
Ambh bloqueia a diferenciacdo espermatogonial, mantendo as espermatogdnias indiferenciadas
em seu estado quiescente. Além disso, atua nas células de Leydig inibindo a esteroidogénese
(Skaar & Ndbrega et al., 2011). Diferentemente dos genes igf3 e insl3, o amh é regulado
negativamente pelo Fsh (Skaar et al., 2011), esta reducdo na expressdao do amh, cria uma
condicdo permissiva a diferenciagdo estimulada pelo Igf3 e InsI3 sob influéncia do Fsh (Skaar

etal., 2011; Morais et al., 2017) (Figura 5).
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Figura 5: Representacdo esquematica do papel do Fsh na espermatogénese de zebrafish. O Fsh
estimula a producdo de androgenos através das células de Leydig, o que por sua vez promove a
diferenciagdo celular. Ao mesmo tempo, o Fsh reduz a expressdo do amh nas células de Sertoli
resultando em diferenciacdo espermatogonial. O Fsh também estimula a expressdao do fator de

crescimento semelhante a insulina 3 (Igf3) pelas células de Sertoli. Andrdgenos, de forma menos

pronunciada também estimulam a producdo de Igf3. Retirado de Nébrega et al., 2015.

Além dos fatores de crescimento, outros fatores produzidos e secretados pela célula de
Sertoli que exercem papel na regulacdo das espermatogbnias tronco de mamiferos, s@o

Activina A e B, BMP4 (Proteina morfogenética 0ssea 4) (Loveland & Robertson, 2005) e
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TGF-B (1-3). Dentre os membros da superfamilia TGF-p produzidos pelas células de Sertoli,
apenas as TGF-B (1-3) apresentam regulacdo exclusivamente autdcrina, os demais ligantes
atuam nas células germinativas. O ligante Nodal é produzido pelas espermatogbnias e tem
acao autocrina, regulando positivamente o gene de pluripoténcia nanog (Miles et al., 2013); as
BMPs também mantém o estado de pluripoténcia, com excecdo da BMP4 que é promotora de
diferenciacdo (Itman et al., 2006; Fan et al., 2011). As Activinas mantem quiescéncia das
espermatogonias durante a formacdo gonadal no periodo de desenvolvimento fetal de
camundongos (Spiller et al., 2017), enquanto que a activina A atuou como fator de
diferenciacdo no mesmo modelo experimental (Fan et al., 2011). Em diferentes tipos celulares

as TGF-B (1-3) mantém as células em quiescéncia, na fase G1 da mitose (Dijke et al., 2002).

Estudos com inibidores farmacol6gicos forneceram evidéncias a respeito do papel das
duas cascatas (mediadas por Smad 2, 3 e mediadas por Smads 1, 5 e 8) da via de sinalizacdo
TGF-B. Souquet e colaboradores (2012) e Wu e colaboradores (2013) encontraram resultados
semelhantes em culturas de testiculos em desenvolvimento fetal, utilizando o inibidor
SB431542, bloqueador da subfamilia TGF-B (TGF-B, Activina e Nodal) da via TGF- B. Em
ambos 0s experimentos, o blogueio da fosforilagdo das Smads 2 e 3 provocou aumento de
expressao de genes marcadores de meiose (y-H2AX e SYCP3) (Souquet et al., 2012) e Stra8,
Rec8 e Dmc1 (Wu et al., 2013). De forma contraria, Wong e colaboradores (2013) utilizando
o inibidor dorsomorphin (inibidor da via da subfamilia BMP) em testiculos de zebrafish,
encontraram favorecimento da proliferacdo de espermatogbnias. O mesmo efeito na
espermatogénese de zebrafish foi visto por Neumann e colaboradores (2011), através da
mutacdo do receptor ALK 6 da via da subfamilia BMP. Desta forma, o bloqueio das vias das
subfamilias (TGF-B /Inibina/Activina/Nodal e BMP) aponta para um papel antagonico entre

esses dois ramos da via TGF-p.
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2. Justificativa

A espermatogénese € um processo altamente organizado, cujo funcionamento adequado
garante a transmissao da informacdo genética para a proxima geracdo, e assim determinante
para a continuidade da espécie (Zhao & Garbers, 2002) A manutencdo do nicho
espermatogonial requer mecanismos altamente regulados de controle genético, mediados por
fatores autdcrinos e paracrinos, que regulam diferentemente genes em momentos especificos

(Loveland & Hime, 2005; Fan et al., 2011;)

Dito isso, a via de sinalizacdo TGF-B por mediar processos celulares fundamentais para
a funcéo testicular (auto-renovacao e diferenciacdo) em mamiferos, além de seu papel central
durante as etapas de desenvolvimento embrionario e regulacbes metabdlicas pos-ontogénese
nos metazoarios, a torna de suma importancia para a maior compreensdo do processo
espermatogénico ( Fan et al., 2011; Miles et al., 2013; Spiller et al., 2017). Além disso, 0
entendimento do papel da superfamilia TGF- é ainda mais incipiente na reproducédo de peixes
tele6steos. Uma abordagem muita valiosa para o entendimento da funcdo testicular é a
utilizacdo de inibidores especificos de vias de sinalizacdo. Diversos inibidores para a via da
subfamilia TGF-B (TGF-B, Inibina, Actina e Nodal) foram desenvolvidos (Tojo et al., 2015;
Vogt et al., 2011). No entanto, nenhum desses inibidores foram utilizados em cultura de
testiculos de teleosteos. Dentre esses inibidores, o0 A83-01 anulou satisfatoriamente as ALKs
4,5 e 7 em cultura de células epiteliais, inibindo todo ramo maior da via TGF-p (Tojo et al.,
2015). Desta forma, a utilizacdo do inibidor A83-01 podera fornecer informacdes valiosas a
respeito da via TGF-3 e seu papel no processo espermatogénico de teledsteos, em especial do
zebrafish. Da mesma forma, a avaliagdo funcional do Fsh na via de sinalizagdo TGF-$ pode
agregar aspectos importantes sobre essa sinalizacdo e sua influéncia no nicho espermatogonial

de teledsteos.

21



3. Objetivos

O objetivo geral deste trabalho foi determinar o efeito da inibi¢do da subfamilia TGF-p
(TGF- B, Inibina, Activina, Nodal,) da via TGF- B no nicho espermatogonial por meio do
inibidor A83-01 em culturas de testiculos de zebrafish em situacdo basal e estimuladas por
Fsh. No intuito de elucubrar os possiveis papéis desta sinalizagdo na regulacdo do processo
espermatogénico (auto-renovacao ou diferenciacdo), foram realizadas andlises quantitativas
das células da linhagem germinativa e avaliacdo da expressdo de genes marcadores de células-

tronco, diferenciacdo espermatogonial, Smads e fatores de crescimento.
Os Objetivos especificos foram:

1. Inibir o ramo da subfamilia TGF-B (TGF- B, Inibina, Activina, Nodal) através da
inativacdo dos receptores tipo | (ALKs 4,5,7) por meio do inibidor A83-01 em
presenca e auséncia do Fsh em culturas de testiculos.

2. Avaliar a expressdo dos seguintes genes: marcadores de espermatogénias tronco
(poubf3, nanos3, nanog, gfrala); diferenciacdo (dazl); fatores de crescimento (amh,
igf3, insl3) e sinalizadores da via TGF-f (Smad2, smad3a e smad3b) em culturas de
testiculos tratados com A83-01 na auséncia ou presenca de Fsh apds 18h e 7 dias de
cultura.

3. Auvaliar a expressao das Smads em estimulacdo ao Fsh em auséncia do inibidor A83-01
apos 18h

4. Avaliar por meio de analise morfologica, o efeito do inibidor A83-01 apds 7 dias de

cultura na presenca ou auséncia de Fsh.
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5. Material e Métodos
Animais
Machos sexualmente maduros de zebrafish (D. rerio), provenientes da loja Fauna e
Flora-Botucatu comércio de peixes, foram aclimatados e alocados no Biotério de Peixes do
Departamento de Morfologia do Instituto de Biociéncias de Botucatu. A agua do aquéario foi
mantida em 27,5°C e fotoperiodo controlado (14 h de claro e 10h de escuro). Esse trabalho foi
aprovado pela comissdo de ética no uso de animais (CEUA-666) do Instituto de Biociéncias

de Botucatu, Sdo Paulo, Brasil.

Cultura de testiculos

Para determinar o efeito do inibidor A83-01 (Sigma) no nicho espermatogonial, foram
realizadas culturas de tecido in vitro conforme descrito por Leal e colaboradores (2009)
(Figura 6). Os animais (n=48) foram eutanasiados por imersdo em solugdo de Benzocaina a
1%, seus testiculos foram dissecados, removidos e cultivados em meio de cultura Leibovitz (L-

15), contendo os respectivos tratamentos abaixo descritos.

Para avaliar os efeitos do inibidor A83-01, testiculos de zebrafish (n=16 animais) foram
incubados em 1uM A83-01 e seus contralaterais em L-15 somente, por 18 horas (n=8
animais) e 7 dias (n=8 animais, com troca de meio ap6s 3 dias) a 28°C. As culturas de 18
horas e 7 dias foram realizadas em placas de 96 well (contendo 200 pL de solugéo) e 24 well
(contendo 750 L de solucdo), respectivamente. Apds esse periodo todos os testiculos foram
coletados para analise expressdo génica. No intuito de verificar a influéncia do A83-01 na
estimulacdo por Fsh, testiculos (n=24 animais) foram incubados com 100ng/mL de rzf Fsh
(recombinante de zebrafish, rzf) na presenca ou auséncia de 1uM A83-01 por 18 horas (n=8
animais) e 7 dias (n=16 animais). Apds o periodo mencionado os testiculos foram coletados

para analise de expressdo génica (n=16 animais; sendo n=8 animais da cultura de 18h e n=8
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animais da cultura de 7 dias) e morfoldgica (n=8 animais). Para verificar a expressdo das
Smads em estimulacdo ao Fsh em auséncia do inibidor A83-01, testiculos (n=8 animais)
foram incubados com 100ng/mL de rzf Fsh e seus contralaterais em L-15 somente, por 18
horas. A concentracdo de 100ng/mL foi baseada em estudos anteriores de Nobrega e
colaboradores (2015). No tratamento com A83-01 foi administrado DMSO (0,001% v/v) e em

seus respectivos controles.

Figura 6: Esquema (A) e fotografia (B) exemplificando a cultura de testiculos de zebrafish: 1-
testiculo; 2-membrana de nitrocelulose; 3- bloco de agarose; 4-po¢o com o0 meio de cultura. Adaptado
de Leal e colaboradores (2009).

Expressdo génica por PCR em tempo real (QPCR) e Anélise morfolégica

As amostras (18h e 7 dias) destinadas a expressdo génica tiveram seu RNA total
extraido utilizando-se o Kit comercial RNA aqueous-Micro Kit (Ambion), seguido de
tratamento com Dnase e sintese de cDNA de acordo com especificacdes do fabricante
(Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA). A andlise de expressdo génica foi realizada por qPCR,
primers (foward e reverse) especificos para os genes alvos e gene de referéncia (B-actina)
foram utilizados. (Tabela 1). Para cada gene de interesse os niveis de RNAm (Cts) foram
normalizados pelo gene de referéncia (B-actina) (ACt), e posteriormente expressos como

valores relativos a média dos Cts (AACt) do grupo controle pelo método 244€t, Os Cts foram
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determinados através de Step One Plus (Applied Biosystems) em reacGes de 20 pl, utilizando-
se Syber Green como master mix. Os niveis relativos de RNA foram expressos como fold

induction do grupo controle.

Amostras destinadas & analise morfoldgica foram fixadas em Karnovsky (glutaraldeido
4% paraformoldeido 8% em tampé&o fosfato ph 7,2), e processadas para historesina (Technovit
7100), secionadas com 3um e corados com azul de toluidina-bérax conforme procedimentos
usuais de histologia. A andlise histologica foi realizada por quantificagdo de cistos de
espermatogonias indiferenciadas (Aund), espermatogonias tipo A diferenciadas (Adiff) e
espermatog6nias tipo B, em 100 campos aleatorios de laminas com cortes ndo seriados.
Utilizando critérios morfoldgicos ja estabelecidos na literatura para células germinativas de
zebrafish, como tamanho do ndcleo e nimero de células germinativas por cisto (Leal et al.,
2009; Schulz et al., 2010; Morais et al., 2013). Para tanto, foram utilizados um microscopio

acoplado a uma camara JVC e um computador com o programa Leica QWIN.

Tabela 1. Primers usados para analise de expressao génica em tempo real qPCR

Gene Sequencia dos primers (5°-3") Funcdo
Fw
Rv
pou5f3 (Octd) | GAGAGATGTAGTGCGTGTAT Marcador de célula-tronco
GCTCGTAATACTGTGCTTCA
nanos3 GCTCATGGATCTATGGAGAC Marcador de célula-tronco
GTCTGAATCCGCGTCAGATT
nanog TGTCCTACAACAAGACTGAGCC Marcador de célula-tronco
CAGGAATCTGGCGTGTGGG
gfrala TCGACTGGCTCCCATCTATTC Marcador de célula-tronco
AGGTGTCATTCAGGTTGCAGG
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dazl AGTGCAGACTTTGCTAACCCTTATGTA | Marcador de diferenciacéo
GTCCACTGCTCCAAGTTGCTCT

amh CTCTGACCTTGATGCCTCATTT Fator de crescimento
GGATGTCCCTTAAGAACTTTTGCA

i9f3 TGTGCGGAGACAGAGGCTTT Fator de crescimento
CGCCGCACTTTCTTGGATT

insl3 TCGCATCGTGGGAGTTT Fator de crescimento
TGCACAACGAGGTCTCTATCCA

smad2 TCTAACTCCACCTGCCCAGA Via de sinalizacdo TGF-p
CCGCTTGAACCACTAGCAGA

smad3a TATTCCCATGCTCTAATCAG Via de sinalizacdo TGF-p
CAGTTCAGCGTTCCTCTATT

smad3b ATGGGAAGGCAAAACAGCCT Via de sinalizacdo TGF-
GCTCCATGAGTGTCACCGTT

b-actin CGAGCTGTCTTCCCATCCA Gene de referéncia

TCACCAACGTAGCTGTCTTCTG

Analise estatistica

Os resultados foram expressos através da média £ EP (erro padrdo). As diferencas
estatisticas (p<0.05) foram detectadas pelo software Graph pad Prism 4.0 (Graph Pad
Software, Inc., San Diego, CA, USA, http://www.graphpad.com) por meio de teste-t pareado

para comparac6es entre dois grupos/parametros.

6. Resultados

Efeitos do inibidor A83-01 na expressao génica de culturas de testiculos cultivados em
condic¢bes basais

Os efeitos do inibidor farmacoldgico da subfamilia TGF-B foram avaliados em culturas
de testiculos de zebrafish cultivados em condicdes basais (L-15 somente) por 18h e 7 dias. O
intuito deste experimento foi avaliar o efeito isolado do inibidor. Para tanto, a expressao
relativa de alguns genes foi avaliada. Ap6s 18h de cultivo com o inibidor, observam-se

alteracdes na expressdo de alguns genes (Figura 7). A expressao relativa dos genes de
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espermatogonias tronco (Aund</Aund), POuSf3 e nanog, mostra-se elevada na presenga do
inibidor em relacdo as condicGes basais de cultura (Figura 7). De forma contraria, 0s
transcritos primarios do igf3 e smad3b encontraram-se diminuidos apos 18h de exposicao ao
inibidor (Figura 7). Além disso, nota-se uma relacdo inversamente proporcional entre a
expressao do amh e igf3 (Figura 7). No entanto, o aumento do amh nédo foi significativo
(Figura 7). Diferentemente do que foi observado nas culturas de testiculos tratados com A83-
01 por 18h, a exposicao com 7 dias ao inibidor farmacoldgico da subfamilia TGF-3 mostrou
gue nenhum gene de espermatogbnia tronco teve sua expressao alterada em relacdo ao grupo
cultivado apenas em L-15 (Figura 8). Diferentemente da cultura de 18h, os niveis relativos de
RNAmM de igf3, insl3, smad3a e smad3b apresentaram-se aumentados na presenca do inibidor
nas culturas de 7 dias (Figura 8). Interessantemente, o gene de diferenciacdo espermatogonial,
dazl, também teve sua expressdo significativamente aumentada nos testiculos cultivados com

o inibidor por 7 dias (Figura 8).
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Figura 7. Expressao relativa dos genes alvos de espermatogbnias tronco (pou5f3, nanog), fatores de
crescimento (amh, igf3, insl3) e mensageiros intracelulares da subfamilia TGF-p (smad2, smad3a,
smad3b) em culturas de testiculos tratados com inibidor A83-01(1uM) apds 18h de cultivo. Os Cts
foram normalizados pelo gene de referéncia (f-actina) e expressos relativos ao grupo basal (L-15
somente). (*) representa diferenca significativa (p<0,05), (**) representa diferenca significativa
(p<0,01), (NS) sem diferenca significativa. Os dados estdo apresentados com a média * erro padréo
(n=8) e como fold induction do controle (condicdo basal, ou seja, testiculos cultivados apenas em L-
15) representado pela linha tracejada.
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Figura 8. Expressdo relativa dos genes alvos de espermatogénias tronco (pou5f3, nanog, nanos3 e
gfrala), diferenciacdo espermatogonial (dazl), fatores de crescimento (amh, igf3, insl3) e mensageiros
intracelulares da subfamilia TGFB (smad2, smad3a, smad3b) em culturas de testiculos tratados com
inibidor A83-01(1uM) apds 7 dias de cultivo. Os Cts foram normalizados pelo gene de referéncia (B-
actina) e expressos relativos ao grupo basal (L-15 somente). (*) representa diferenca significativa
(p<0,05), (**) representa diferenca significativa (p<0,01), (NS) sem diferenga significativa. Os dados
estdo apresentados com a média £ erro padrdo (n=8) e como fold induction do controle (condicéo

basal, ou seja, testiculos cultivados apenas em L-15) representado pela linha tracejada.

Efeitos do inibidor A83-01 na expressao génica de culturas de testiculos estimulados com
rzf Fsh

Estudos em zebrafish tém demonstrado que o Fsh atua como importante regulador das
fases iniciais da espermatogénese do zebrafish, em especial estimulando a proliferacdo e
diferenciacdo espermatogonial através da modulacdo de fatores de crescimento estimulatorios
(por exemplo Igf3, Insl3, andrégenos) e inibitérios (por exemplo Amh). Com base nisso,
testiculos de zebrafish foram cultivados com rzf Fsh (100 ng/mL) na presenga ou auséncia do

A83-01 por 18h e 7 dias. O objetivo destes experimentos foi avaliar o efeito da inibicdo

29



farmacologica da subfamilia TGF-p em testiculos estimulados por rzf Fsh. Os resultados das
culturas de 18h mostram que o co-tratamento (rzf Fsh + A83-01) aumenta os niveis dos
transcritos primarios de nanog, assim como os dos fatores de crescimento (igf3, amh e insl3)
(Figura 9). No co-tratamento de 18h, apenas a smad3a apresentou diminuicdo em sua
expressao quando comparada com os testiculos apenas cultivados com rzf Fsh (Figura 9). Ja
na cultura por 7 dias, o co-tratamento rzf Fsh + inibidor reduziu significativamente a
expressao de genes de espermatogonias tronco, pou5f3 e nanog, enquanto que aumentou a
expressao do gene relacionado a diferenciacdo espermatogonial (dazl) (Figura 10).
Interessantemente, os transcritos primarios dos fatores de crescimento amh e igf3 continuaram
significativamente elevados no co-tratamento por 7 dias (Figura 10). Diferentemente da
cultura de 18h, smad3a apresentou aumento de expressdo no co-tratamento por 7 dias quando
comparada com sua expressdo nos testiculos cultivados apenas com rzf Fsh por 7 dias (Figura
10). Os niveis de expressdo de nanos3 e gfrala ndo variaram em relagdo ao grupo controle, da

mesma forma que a smad2 (Figura 10).
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Figura 9. Expressao relativa dos genes alvos de espermatogonias tronco (pou5f3, nanog), fatores de
crescimento (amh, igf3, insl3) e mensageiros intracelulares da subfamilia TGFB (smad2, smad3a,
smad3b) em culturas de testiculos co-tratados com rzf Fsh (100ng/mL) e inibidor A83-01(1uM) ap6s
18h de cultivo. Os Cts foram normalizados pelo gene de referéncia (B-actina) e expressos relativos ao
grupo controle (rzf Fsh). (*) representa diferenga significativa (p<0,05), (**) representa diferenga
significativa (p<0,01), (NS) sem diferenga significativa. Os dados estdo apresentados com a média +
erro padréo (n=8) e como fold induction do controle (condigdo basal, ou seja, testiculos cultivados

apenas com rzf Fsh) representado pela linha tracejada
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Figura 10. Expressdo relativa dos genes alvos de espermatogdnias tronco (pou5f3, nanog, nanos3 e
gfrala), diferenciacdo espermatogonial (dazl), fatores de crescimento (amh, igf3, insl3) e mensageiros
intracelulares da subfamilia TGFB (smad2, smad3a, smad3b) em culturas de testiculos co-tratados com
rzf Fsh (100ng/mL) e inibidor A83-01(1uM) apds 7 dias de cultivo. Os Cts foram normalizados pelo
gene de referéncia (B-actina) e expressos relativos ao grupo basal (rzf Fsh). (*) representa diferenca
significativa (p<0,05), (NS) sem diferenca significativa. Os dados estdo apresentados com a média +
erro padrdo (n=8) e como fold induction do controle (condigdo basal, ou seja, testiculos cultivados

apenas com rzf Fsh) representado pela linha tracejada.

Efeitos do inibidor A83-01 na morfologia e frequencia espermatogonial de culturas de
testiculos estimulados com rzf Fsh

Os efeitos do inibidor farmacoldgico da subfamilia TGF-B nas diferentes geracGes
espermatogoniais em testiculos cultivados com rzf Fsh foram avaliados morfologicamente e
morfometricamente através da freqliéncia de cistos espermatogoniais (Aund, Adift € B). O co-
tratamento de rzf Fsh + AB83-01 por 7 dias aumentou a fregiiéncia de cistos de

espermatogonias diferenciadas e reduziu os cistos de espermatogonias indiferenciadas em
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comparacao com testiculos cultivados apenas com rzf Fsh (Figura 11). A freqléncia de

espermatogonias do tipo B ndo sofreu alteracdo entre os grupos avaliados (Figura 11).
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Figura 11. (A) Frequéncia dos cistos espermatogénicos em culturas de testiculos de zebrafish, apos 7

dias de incubacédo na presenca de 100ng/mL de rzf Fsh ou presenca de 100ng/mL de rzf Fsh mais 1uM
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do inibidor da via TGF-B, A83-01. Os asteriscos (**) representam diferencas (p<0,01) observadas
entre os grupos para cada um dos diferentes tipos de cistos investigados, (NS) sem diferenca
significativa. Os resultados estdo expressos na forma de média + erro padrdo (n=6). (B-E) Morfologia
dos explantes de testiculos de zebrafish ap6s 7 dias de incubacéo (B-C) na presenca de 100ng/mL de
rzf Fsh ou (D-E) presenca de 100ng/mL de rzf Fsh + 1uM do inibidor da via TGF-f, A83-01.
Coloracgdo azul de toluidina. A linha pontilhada branca delimita os cisto de espermatogbnias tipo A
diferenciadas (Adirr). Auwd = Cistos de espermatogdnias do tipo A indiferenciadas, B = cistos de
espermatogénias do tipo B, SPC = cistos de espermatocitos, SZ = espermatozoides, SE = células de

Sertoli. Barra de escala = 10 pum.

Efeitos do Fsh na expressdo das diferentes smads em culturas de testiculos

No intuito de avaliar os efeitos do Fsh na expressao das diferentes smads, testiculos de
zebrafish foram cultivados com rzf Fsh (100 ng/mL) por 18h e coletados para analises de
expressao génica. O rzf Fsh foi capaz de aumentar a expressdo génica apenas da smad3b
(Figura 12). Também, foi comparada a relagdo entre a expressdo das smads nos testiculos
cultivados em L-15 somente (condicdo basal). Interessantemente, a smad2 apresentou maior

expressao em relacdo as demais smads testiculares (Figura 13).
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Figura 12. Expresséo relativa das diferentes smads (smad2, smad3a e smad3b) em culturas de
testiculos de zebrafish cultivados com rzf Fsh (100 ng/mL) por 18h. Os Cts foram normalizados pelo
gene de referéncia (f-actina) e expressos relativos ao grupo controle (L-15 somente). (*) representa
diferenca significativa (p<0,05), (NS) sem diferenga significativa. Os dados estdo apresentados com a
média = erro padrdo (n=8) e como fold induction do controle (condi¢do basal, ou seja, testiculos

cultivados apenas em L-15) representado pela linha tracejada.
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Figura 13. Expressdo relativa das diferentes smads (smad2, smad3a e smad3b) em culturas de

testiculos de zebrafish cultivados com L-15 por 18h. Os Cts foram normalizados pelo gene de
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referéncia (f-actina) e expressos relativos & média dos dCTs de todas as smads avaliadas. (*)
representa diferenca significativa (p<0,05), (**) representa diferenca significativa (p<0,01), (NS) sem

diferenca significativa. Os dados estdo apresentados com a média + erro padrdo (n=8).

7. Discusséo

As gonadotropinas hipofisarias, Fsh e Lh, atuam como reguladores enddcrinos da
funcdo testicular, estimulando o desenvolvimento testicular através da producéo de fatores de
crescimento, esteroides sexuais, mudancas epigenéticas e outros (Heckert & Griswold, 1991 e
1993). Enquanto o Fsh atua principalmente nas fases iniciais da espermatogénese, o Lh tem
seu papel nas fases finais (Heckert & Griswold, 1991 e 1993). Estudos recentes tém
demonstrado que o Fsh promove a proliferacéo e diferenciacdo espermatogonial por aumentar
nas células de Sertoli a producdo de fatores de crescimento estimulatorios, como o Igf3
(Morais et al., 2013; Nébrega et al., 2015). Além disso, o Fsh diminui a expressdo do amh que
é¢ um membro da familia TGF-B que inibe a diferenciacdo espermatogonial (Skaar et al.,
2011). Além disso, estudos recentes de RNAseq mostraram que o Fsh também regula uma
série de genes da familia TGF-B, como 0 insl3, activina a, inha, Iftl, bmp7b, nog2, gsdf
(Crespo et al., 2016). Considerando-se a relevancia do ramo da subfamilia TGF-f (TGF-B,
Inibina, Actina e Nodal) na estimulacdo pelo Fsh, decidimos estudar o papel desta via na
espermatogénese do zebrafish utilizando-se um inibidor farmacologico especifico, o A83-01
(Tojo et al., 2005). Tojo e colaboradores (2005) sintetizaram e caracterizaram o A83-01 com o
objetivo de bloguear o maximo de receptores da via TGF-3, em cultura de células epiteliais de
mustelideos e encontraram eficiéncia na inibicdo das Alks 4, 5 e 7 a concentracdo de 1uM;
concentragdo 10 vezes menor que a necessaria para o inibidor anterior (SB-431542) apresentar

efeito semelhante (Tojo et al., 2005)

Antes de verificar os efeitos do inibidor na espermatogénese do zebrafish, avaliamos

primeiro os niveis de transcritos priméarios das diferentes smads nos testiculos adultos de
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zebrafish cultivados em condigdes basais e estimulados com Fsh. As analises de expressao
mostraram que dentre as Smads testiculares, a smad2 foi a forma mais expressa, a semelhanca
do que foi descrito para embrides de zebrafish (Dick et al., 2000; Pogoda e Meyer et al.,
2002). Na presenca de rzf Fsh (100 ng/mL) por 18h em cultivo, a smad3b foi a Unica smad
gue aumentou sua expressdo em reposta ao Fsh. Este resultado indica que de forma direta ou
indireta o Fsh estimula um dos mensageiros intracelulares da sinalizacdo dos membros da
subfamilia TGF-p. Também sugere que esta via é de certa forma recrutada pela sinalizacéo
downstream do Fsh, corroborando os dados de RNAseq publicados anteriormente (Crespo et
al., 2016). O uso do inibidor farmacoldgico da sinalizacdo da subfamilia TGF- em culturas
de testiculos de zebrafish na auséncia ou presenca de rzf Fsh por 18h ou 7 dias afeta de forma
diferencial a expressdo das smads testiculares. Os niveis de RNAmM da smad2 ndo sofrem
alteracdo com o inibidor em nenhuma das condi¢cdes. As smad3a e smad3b apresentaram
maior variacdo ao longo dos grupos de forma bastante interessante. A inibicdo a curto prazo
(18h) em condigdes basais inibiu a transcricdo da smad3b significativamente e smad3a, porém
esta Ultima ndo significativamente. Nestas mesmas condi¢des, a inibicdo a longo prazo (7
dias), promoveu um aumento da expressdo destas duas smads (smad3a e smad3b) que tiveram
sua expressao diminuida com 18h. De forma semelhante, no co-tratamento Fsh+A83-01, a
smad3a teve sua transcricdo diminuida a curto prazo (18h), porém significativamente elevada
na inibicdo prolongada de 7 dias. Estes resultados sugerem que a curto prazo, o inibidor
reprime a expressdo das smad3a e smad3b (dependendo da condi¢do), porém a longo prazo,
apesar do bloqueio farmacolégico e auséncia do sinal intracelular, a célula produziu mais
transcritos destas moléculas. Essa resposta celular pode ser um mecanismo compensatorio
para manter a homeostase da via da subfamilia TGF- B. Neste trabalho, ndo foi avaliada a
auséncia de Smads fosforiladas, o que seria um indicio de que a via foi reprimida com 0 uso

do inibidor farmacoldgico. No entanto, a concentra¢do do inibidor suficiente para bloquear a
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via foi baseada em trabalhos publicados anteriormente (Tojo et al., 2005). Além disso, a
diminuicdo da expressdo das smads (smad3a e smad3b) a curto prazo suporta a eficiéncia do

inibidor em reprimir a via.

Neste trabalho, também foi avaliado o efeito do inibidor sobre a expressdo de alguns
genes importantes na espermatogénese, como genes de espermatogonias tronco (pou5f3,
nanog, nanos3 e gfra/a), diferenciacdo espermatogonial (dazl) e fatores de crescimento (amh,
igf3 e insl3). A inibigdo prolongada da via da subfamilia TGF-p em condigdes basais estimula
a expressao de fatores de crescimento pro-diferenciagdo espermatogonial como igf3 e insl3. O
Igf3, como mencionado anteriormente, estimula a diferenciacdo espermatogonial em testiculos
de zebrafish (Nébrega et al., 2015). Enquanto que o InsI3 (insulin-like peptide 3) é produzido
pelas células de Leydig e promove a diferenciacdo espermatogonial em zebrafish (Assis et al.,
2016). Como conseqiiéncia deste ambiente em que a pro-diferenciacdo é favorecida, espera-se
encontrar maior quantidade de espematogonias diferenciadas. Ndo foram realizadas analises
morfolégicas deste material, mas a expressao aumentada do dazl, que € um gene expresso em
espermatog6nias do tipo Adiff e B (Nobrega et al., 2015), corrobora esta hipotese. Além
disso, testiculos de zebrafish cultivados com rzf Igf3 (100 ng/ml) demonstraram elevados
niveis de dazl e maior frequéncia de espermatogdnias diferenciadas (Nobrega et al., 2015).
Considerando-se que o Fsh estimula a proliferacdo espermatogonial criando um ambiente de
pré-diferenciacdo através do aumento de 1gf3, Insl3 e andrégenos (Nobrega et al., 2015; Assis
et al., 2016; Crespo et al., 2016 ), é de se supor que o co-tratamento do inibidor da subfamilia
TGF-B com o Fsh tenha um efeito aditivo e acentuado em se criar um ambiente de pro-
diferenciacdo. Os resultados das expressdes génicas dos explantes testiculares cultivados por 7
dias na presenca do inibidor e do Fsh corroboram esta hipdtese. Com exce¢do do insl3,
elevados niveis de igf3 sdo observados nos testiculos, além do aumento da expressao de dazl.

Interessantemente, alguns genes de espermatogonias tronco, como pou5f3 e nanos3, tém sua
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expressao diminuida, o que sugere uma reducdo de celulas tronco em funcdo da exacerbada
diferenciacdo espermatogonial. As analises morfoldgicas e morfométrica dos testiculos
cultivados por 7 dias com o inibidor e o Fsh estdo de acordo com dados da expressao génica,
mostrando aumento das espermatogonias diferenciadas e reducdo das espermatogonias
indiferenciadas. Desta forma, pode-se concluir que a via de sinalizacdo da subfamilia TGF-
(TGF-pB/ Inibina/Activina/Nodal) em zebrafish apresenta papel na auto-renovacéo/proliferacao
das espermatogodnias tronco. Esse achado esta de acordo com trabalhos prévios que utilizaram
0 inibidor SB431542, bloqueador do mesmo ramo da subfamilia TGF- B, em culturas de
testiculos em desenvolvimento fetal de camundongo (Souquet et al., 2012; Wu et al., 2013).
Nestes trabalhos, foi encontrado aumento da expressao de genes marcadores de meiose, que
assim como o nosso trabalho, sugerem que a via da subfamilia TGF- B tenha um papel na
proliferacdo espermatogonial. De forma contréria, a inibicdo da subfamilia BMP pelo uso da
dorsomorfina ou por inibicdo da ALK®6, mostrou aumento da proliferacdo de espermatogénias
tronco em zebrafish (Neumman et al., 2011; Wong et al., 2013). Portanto, os dados aqui

apresentados corroboram a hipotese do papel antagdnico entre os dois ramos da via TGF-p.

Um resultado bastante interessante foi o aumento da expressdo do gene amh nos
testiculos cultivados com Fsh + inibidor por 7 dias. Esta observacdo parece contraditoria, pois
estudos anteriores demonstraram que o Fsh diminui a expressédo do amh (Skaar et al., 2011;
Morais et al., 2017). Também imprevista, foi a relacdo encontrada entre a expressdo génica do
amh e igf3 nestas culturas, pois ambos 0s genes em trabalhos anteriores apresentaram relacéo
de expressdo génica inversamente proporcional (Ndbrega et al., 2015; Morais et al., 2017).
Como o inibidor na presenca do Fsh cria um ambiente de diferenciacdo em excesso, 0 que
leva a uma diminuicédo das espermatogonias tronco, sugere-se que o aumento da expressao do

amh atua como forma de bloquear a diferenciagdo e estimular a proliferacdo de
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espermatogonias tronco. Dando suporte a esta hipotese, temos a ndo variacdo da expressdo

génica do amh nas culturas sem estimulo do rzf Fsh.
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7. Conclusdo

No0ssos resultados mostram que a via da subfamilia  TGF-B
(TGF-B, Inibina, Actina e Nodal) favorece de forma geral a uma condicdo de
proliferacdo espermatogonial em testiculos adultos de zebrafish. Ao utilizar um inibidor
farmacologico desta via, A83-01, em conjunto com o Fsh, mostramos que este acentua 0S
efeitos de pro-diferenciacdo do Fsh, estimulando de forma excessiva a diferenciacdo
espermatogonial e reduzindo os estoques de espermatogbnias tronco. Um resultado
interessante foi 0 aumento da expressdo do amh nestas condi¢des, sugerindo que o aumento do
Ambh possa bloquear a diferenciacéo excessiva e a0 mesmo tempo promover a proliferacdo das
espermatogonias tronco. Em sintese, a subfamilia TGF-p estd associada em promover

proliferacdo das espermatogénias tronco ou inibir a diferenciacdo espermatogonial.
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