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RESUMO

O sémen representa o principal vetor de disseminacao do virus da imunodeficiéncia humana
(HIV) no mundo. A origem das particulas virais livres e das células infectadas presentes no
fluido seminal, bem como a natureza das interacdes entre o HIV e os espermatozoides e as
demais células espermatogénicas, permanecem ainda muito pouco conhecidas. O fato de
nimero crescente de estudos terem descrito a persisténcia de virus no sémen de até 30% de
individuos submetidos a diferentes combinagdes de tratamentos antirretrovirais, sugere que o
sistema genital masculino representa um santuario anatomico/farmacoldgico que impede a
erradicacdo do virus no organismo. Neste contexto, € necessario investigar a permissividade
das células espermatogénicas ao HIV, bem como a contribui¢do delas para a carga viral do
sémen. A proposta deste estudo foi a de se utilizar a cultura de células testiculares isoladas
para estudar a natureza das interagdes entre as células germinativas testiculares ¢ o HIV-1 in
vitro. Foi utilizada também a linhagem de células germinativas derivadas de seminoma, as
TCam-2. Estas células foram analisadas para diferentes etapas da infecg¢do: entrada viral,
sintese e integragdo de DNA viral, sintese de proteina viral e producdo viral. Foi observado
que a transcri¢ao reversa e integracdo do HIV em células Tcam-2 ocorre quando a entrada ¢
favorecida por um pseudovirus VSV-HIV de amplo tropismo e apds 24 horas de exposi¢do a
cloroquina. Foi também demonstrada a producdo de particulas virais pelas células Tcam-2.
Nao foi possivel confirmar a reinfec¢cdo com os virus produzidos. Confirmou-se a ligagdo do
virus HIV-1 as células germinativas testiculares. Foi possivel sugerir a internaliza¢do das
particulas p24, tanto para as células Tcam-2 quanto para células germinativas testiculares
através do estudo de secgdes seriadas obtidas por microscopia confocal. Estes resultados, em
conjunto, sugerem que o HIV-1 pode ser internalizado por células espermatogénicas em
cultura, embora este evento seja raro. Estudos em andamento visam elucidar a ocorréncia de
eventos subsequentes (transcri¢do reversa, integracao).

Palavras-Chave: HIV. Sémen. Células germinativas. TCam-2. Sistema Genital Masculino.
Homem.



ABSTRACT

Semen is the most important mechanism for spreading of the human immunodeficiency virus
(HIV) infection in the world. The source of free viral particles and the infected cells present in
the seminal fluid, as well as the nature of the interactions between HIV and other spermatozoa
and spermatogenic cells are still barely known. The fact that increasing numbers of studies
have described the persistence of virus in semen up to 30% of patients undergoing different
combinations of antiretroviral treatments, suggests that the male genital system is an
anatomical/pharmacological sanctuary that prevents the eradication of the virus in the body. In
this context, it is necessary to investigate the permissiveness of spermatogenic cells to HIV, as
well as the contribution of these cells to the viral load of semen. The purpose of this study
was to use the culture of isolated testicular cells to study the nature of interactions between
testicular germ cells and HIV-1 in vitro. It was also used the germ cell lineage derived from
seminoma, the TCAM-2. These cells were analyzed for different phases of infection: viral
entry, viral DNA synthesis and integration of viral protein synthesis and viral production. It
was observed that the reverse transcription and integration of HIV to the TCAM-2 cells occur
when the input is favored by a large tropism VSV-HIV pseudovirus and after 24 hours of
exposure to chloroquine. It was also demonstrated the production of viral particles by
TCAM-2 cells, however we were unable to confirm the re-infection with the virus produced.
On the other hand, it was demonstrated the binding of the HIV-1 virus to testicular germ cells.
The internalization of p24 particles to both TCAM-2 and testicular germ cells was evaluated
through the study of serial sections obtained by confocal microscopy. These results together
suggest that HIV-1 can be internalized by spermatogenic cells in culture, although this is a
rare event. Also, further studies have to be done in order to evaluate the subsequent events, for
instance reverse transcription and integration, after the virus entrance in testicular germ cells.

Keywords: HIV. Semen. Germ cells. TCam-2. Male genital system. Man.
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1 INTRODUCAO

1.1 Virus da imunodeficiéncia humana no Sistema Genital Masculino

O sémen representa o principal vetor de disseminacdo do virus da imunodeficiéncia
humana (HIV) no mundo. A origem das particulas virais livres e das células infectadas
presentes no fluido seminal, bem como a natureza das interagdes entre o HIV e os
espermatozoides e as demais células espermatogénicas, permanecem ainda muito pouco
conhecidas. Estudos filogenéticos recentes indicam que as particulas virais presentes no
sémen sdo em parte produzidas localmente e ndo provém, portanto, unicamente de difusdo
passiva a partir do compartimento sanguineo, tanto no homem (Anderson et al, 2010; Pillai et
al; 2005; Ghosn et al, 2004) quanto no macaco (Le Tortorec & Dejucq-Rainsford, 2010a;
2010b; Whitney et al, 2011; Houzet et al, 2014). Conforme ¢ sabido, em primatas o fluido
seminal é constituido de células e secre¢des provenientes dos testiculos, dos epididimos, da
prostata, das vesiculas seminais e das glandulas bulbo-uretrais. Recentemente, foi
demonstrado que em todos estes 0rgdos ocorre a infeccdo por HIV (no homem in vivo e in
vitro) (Roulet et al, 2006; Le Tortorec et al, 2008b; Deleage et al, 2011) e por SIV (virus da
imunodeficiéncia simia) (no macaco in vivo, Le Tortorec et al, 2008a).

As terapias antirretrovirais atuais visam suprimir de forma duradoura a carga viral e
preservar ou mesmo restaurar a imunidade. Assim, elas permitem melhorar
consideravelmente a expectativa e a qualidade de vida dos individuos com acesso as mesmas.
Entretanto, a existéncia de santudrios virais impede a erradicacdo do virus no organismo. Os
santuarios virais sao sitios celulares ou anatdmicos refratarios a agdo de uma ou varias drogas
antivirais, onde o virus persiste de maneira silenciosa (infec¢dao latente) ou continua a se
replicar clandestinamente (infecc@o criptica cronica). Existem algumas evidéncias de que o
sistema genital masculino (SGM) representa um santuario farmacolédgico. Neste sentido,
numero crescente de estudos tem descrito a persisténcia de virus (particulas infecciosas, DNA
e RNA viral) liberados, de maneira intermitente, no sémen de 5 a 30% de individuos
submetidos a diferentes combinagdes de tratamentos antirretrovirais, com carga viral
sanguinea indetectavel por varios meses ou mesmo anos (Lambert-Niclot, et al, 2012;
Pasquier et al, 2012; Halfon et al, 2010, Lambert-Niclot et al, 2010; Sheth et al, 2009;
Marcelin et al, 2008; Pasquier et al, 2008; Zhang et al, 1998). Esta persisténcia, que pode
atingir a escala de varios LoglO/ml (milhdes), ndo estd correlacionada as concentragdes

sub-6timas dos antirretrovirais no sémen, ou a uma combinagdo especifica de antirretrovirais,
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e acontece na auséncia de outras infecgdes sexualmente transmissiveis (DSTs), que
sabidamente aumentam a liberagdo do virus no sémen (Lambert-Niclot et al, 2012). Mais
recentemente ainda, foi demonstrado que a excrecdo de virus no sémen dos individuos
tratados ndo esta correlacionada com o nivel da carga viral sanguinea residual e de DNA nas
células sanguineas mononucleares (PBMC - Peripheral Mononuclear Blood Cells), que foram
avaliadas por técnicas bastante sensiveis (Lambert-Niclot, et al, 2012). Somente uma carga
viral seminal elevada antes do tratamento foi associada a liberacao persistente do HIV no
sémen, independentemente do tipo de tratamento (Sheth et al, 2009) ou de outras DSTs (Sheth
et al, 2012), bem como da ativacdo de linfocitos T originados do s€men, mas nao do sangue.
Camus et al (2016) mostraram que o efeito do plasma seminal na infec¢do pelo HIV depende
do status do doador (infectado ou nao pelo HIV) e do tropismo viral (R5 ou X4).

Outras evidéncias sugerem que o SGM pode constituir um reservatorio para o HIV
(revisado em Le Tortorec & Dejucq-Rainsford, 2010a; 2010b). O fato da cinética e da taxa de
proliferacdo do virus, bem como da diversidade das cepas resistentes aos tratamentos
diferirem entre o plasma sanguineo e¢ o fluido seminal (Ghosn et al, 2004; Kroodsma et al,
1994; Eron et al, 1998; Eyre et al, 2000), refor¢a a hipotese de que as particulas virais
presentes no s€émen provém de um compartimento biologico separado.

Damouche et al (2015) mostraram uma detecgdo de DNA do HIV em células T
CD4" de tecido adiposo, o que sugere que este tecido também pode atuar como reservatorio de
HIV em pacientes avirémicos ap0s terapia antirretroviral de longo prazo.

Recentemente, o grupo de pesquisa na Franga, liderado pela nossa colaboradora, a
Dra. Nathalie Dejucq-Rainsford, demonstrou que um tratamento antirretroviral de curto prazo,
iniciado durante a fase cronica da infeccdo, em macaco cynomolgus (Macaca fascicularis),
nao exerce influéncia significativa sobre a presenca de DNA e de RNA viral nos 6rgaos do
SGM (Moreau et al, 2012). Ainda, foi demonstrada a persisténcia de replicacdo viral em
orgdos tais como linfonodos e intestinos em pacientes humanos e em macacos, submetidos a
tratamento antirretroviral eficaz no sangue, que estava associado a baixa penetragdo das
moléculas antirretrovirais nestes tecidos (Cohen, 2011; Bourry et al/, 2010). Dentre os 6rgaos
do SGM, em razdo da presenga de bombas de efluxo da familia de transportadores ABC em
diferentes tipos celulares, o testiculo humano representa um santuario farmacologico bem
conhecido (Robillard et al, 2012; Bart et al, 2004; Melaine et al, 2002). Estas bombas limitam
0 acesso das drogas ao testiculo, em particular os inibidores de replicagao do HIV (Choo et al,
2000; Livni et al, 2004). Em relacdo a outros 6rgdos do SGM (vesicula seminal, prostata e

epididimo), cujas secre¢des constituem mais de 90% do fluido seminal, a difusdo dos
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antirretrovirais e a expressao das bombas de efluxo ndo sdo ainda conhecidas. Matusali et a/
(2015) mostraram que a liberacdo de SIV ocorre no sémen de macacos mesmo apods terapia
antirretroviral que reduz drasticamente a viremia no sangue. Esta liberagao ¢ independente de
menores concentragdes das drogas no sémen, testiculos, epididimo, vesiculas seminais ou
prostata.

Neste sentido, o entendimento da sensibilidade aos atuais tratamentos antiretrovirais
dos orgaos e células infectados pelo HIV/SIV no SGM, bem como a contribui¢ao dos mesmos
para a carga viral do sémen, ¢ essencial para se desenvolver novas estratégias terapéuticas
visando erradicar o virus.

Os retrovirus endogenos, que compdem cerca de 8% do nosso genoma, resultam de
uma infeccdo antiga da linhagem germinativa. Recentemente, a presenca de lentivirus
endogenos foi, pela primeira vez, demonstrada no genoma de mamiferos (Katzourakis et al,
2007; Gifford et al 2008; Gilbert et al, 2009), incluindo-se véarias espécies de lemurianos
(Gifford et al 2008; Gilbert et al, 2009), evidenciando assim a invasdo das células
germinativas de primatas pelos lentivirus (SIV). Por varios anos, a questao da associagcdo do
HIV aos espermatozoides e as demais células espermatogénicas tem sido objeto de
controvérsias (revisado em Le Tortorec & Dejucg-Rainsford, 2010a; 2010b).

Recentemente, foi demonstrado que o HIV pode se aderir a superficie dos
espermatozoides isolados, via receptores celulares alternativos como o heparan sulfato
(Ceballos et al, 2009) e manose (Cardona-Maya et al, 2011), e assim transmitir o virus aos
linfocitos T CD4+, macrdofagos e células dendriticas, ativando estas ultimas (Ceballos et al,
2009). Estes resultados corroboram aqueles de estudos anteriores (Bagasra et al, 1988;
Dussaix et al,1993; Bacetti et al, 1994; Scofield et al, 1994; Cardona-Maya et al, 2011;
Jadhav et al, 2011). Desta forma, os espermatozoides poderiam agir como transportadores do
HIV e participar da transmissdo sexual do virus. Embora seja estabelecido que os
espermatozoides ndo sdo capazes de propiciar a replicagdo do HIV, a presenca do DNA viral
em pequeno numero destas células constitui sempre objeto de debates (revisado em Le
Tortorec & Dejucq-Rainsford, 2010a; 2010b).

Os espermatozoides obtidos através de beneficiamento do sémen somente podem ser
utilizados para a procriacdo através de técnicas de reproducdo assistida nos casais
sorodiscordantes, quando o 4cido nucleico viral ndo ¢ detectado através de PCR. Com este
procedimento, nenhum caso de transmissao da infec¢ao foi ainda documentado (revisado em
Le Tortorec & Dejucq-Rainsford, 2010a). Entretanto, utilizando-se de técnicas sensiveis de

nested PCR (Jadhav et al, 2011; Muciaccia et al, 2007; Cardona-Maya et al, 2009), PCR in
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situ (Muciaccia et al, 2007; Bagasra et al, 1994) e FISH (Wang et al, 2011), diferentes grupos
de pesquisa detectaram o DNA do HIV em numero restrito de espermatozoides ejaculados,
alguns deles apresentando morfologia anormal (Muciaccia et al, 2007). Baseado nestes
resultados ndo se pode excluir que um pequeno niimero destes espermatozoides possa conter
o DNA viral. Através do uso de microscopia eletronica de transmissdo foi demonstrado a
presenca de particulas de HIV aderidas ou internalizadas nos espermatozoides beneficiados,
sendo também demonstrada a transferéncia destas particulas para ovocitos em experimentos
de fertilizacdo in vitro (Bacetti et al, 1994). Estes resultados ndo foram confirmados por
outros pesquisadores (Pudney et al, 1999). No entanto, pelo fato da qualidade e expectativa de
vida de pacientes HIV positivos ter melhorado consideravelmente devido as terapias
antirretrovirais, esta questdo torna-se crucial uma vez que nimero crescente destes pacientes
tem procurado tratamentos com técnicas de reproducao assistida, para evitar a contaminacao
da parceira e do embrido.

Em macaco cynomolgus (Macaca fascicularis), o RNA do SIV foi detectado por
hibridizagao in situ em células espermatogénicas isoladas (Le Tortorec et al, 2008a, 2008b).
Esta detec¢do poderia estar ligada a adesdo de particulas virais a superficie destas células,
conforme descrito em células dendriticas foliculares, e/ou replicacdo destas particulas.
Utilizando-se técnica de imunohistoquimica, a replicagdo de particulas virais em
espermatogonias tronco foi sugerida no macaco de rabo de porco (Macaca nemestrina)
através de deteccao da proteina p27 (Shehu-Xhilaga et al, 2007).

Os trabalhos anteriores realizados pelo grupo da Dra. Nathalie Dejucq-Rainsford
mostraram que ha infeccdo produtiva de HIV-1 nos macrofagos residentes nas vesiculas
seminais humanas in vitro (Deleage et al., 2011) e na prostata (Moreau et al., 2012; Le
Tortorec et al., 2008b) pela cepa R5 (Houzet et al., 2014). Em culturas organotipicas de
testiculo humano foi confirmada, através de hibridizacdo in sifu, a presenca de receptores
alternativos do HIV em macrofagos CD68, CD4+, assim como CXCR4 e CCRS5 (Roulet et
al., 2006a; 2006b). Esta localizagdo estava restrita ao compartimento intersticial do testiculo.

A proposta dos experimentos descritos a seguir foi a de se utilizar a cultura de células
testiculares para avaliar a infeccdo das células germinativas pelo HIV in vitro. Devido a
complexidade deste sistema de cultivo, foi utilizada também a linhagem de células
germinativas derivadas de seminoma humano, as células TCam-2. Estas células sdo
facilmente mantidas e multiplicadas em cultura, tornando-se ferramenta bastante 1til nos
experimentos de infeccdo, caracterizacdo e citometria de fluxo, principalmente naqueles

experimentos onde a pureza das células na cultura é requerida, como ELISA e PCR.
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Ainda, a oportunidade unica de poder obter amostras de testiculo humano, com a
finalidade de se desenvolver protocolos de cultura de células germinativas para a infecg¢ao
pelo HIV, resultou em novas possibilidades de estudo. Assim, alem de permitir a
caracterizagdo das células cultivadas, foram testados e aplicados novos protocolos para a

criopreservacdo das amostras testiculares excedentes.

1.2 Cultivo de células-tronco espermatogoniais

As espermatogdnias-tronco (SSC-Spermatogonia Stem Cells) tém a capacidade de se
autorrenovar e de se diferenciar produzindo espermatozoides. Antes consideradas unipotentes,
recentemente foi demonstrada sua pluripoténcia pela capacidade de originar os trés folhetos
embrionarios (Conrad et al., 2008; 2014; Golestaneh et al., 2009; Kossack et al., 2009).
Assim, esta abordagem oferece uma fonte alternativa de células pluripotentes para uso
terapéutico em doengas degenerativas e preservagdo da fertilidade. O sistema de cultura de
SSC (Figura 1) permite a investigacdo das suas caracteristicas bioldgicas tinicas. No entanto,
o conhecimento atual dos marcadores moleculares que caracterizam as SSC humanas ¢ ainda
limitado, devido a varios fatores como o pouco acesso a amostras testiculares para pesquisa; a
quantidade pequena de células-tronco nos tibulos seminiferos; as varia¢des individuais entre
testiculos de diferentes individuos, a falta de marcadores de superficie especificos; a auséncia
de um sistema de cultivo capaz de suportar sua autorrenovacao; ¢ a auséncia de técnicas
eficientes para a purificacao e isolamento destas células para pesquisa (Conrad et al., 2008,
2014; Golestaneh et al., 2009; Kossack et al., 2009; Kanatsu-Shinohara, 2003, 2005; Koruji et
al 2012; Sadri-Ardekani, 2009, 2011; Lim et a/, 2010, 2013; Martin & Seandel, 2013; Piravar
et al, 2013; Gorharbakhsh et al, 2013; Seandel, et al.,2007; Chikhoskaya et al, 2013, Heim et
al, 2012; Nickkolgh et al, 2014a, 2014Db).

Recentemente trés grupos relataram, de forma independente, a formagdo de células
embrionarias-like (Embryonic-Stem cell-like) em cultura de células testiculares humanas sob
condigdes especificas (Conrad et al., 2008; 2014; Golestaneh et al., 2009; Kossack et al.,
2009). Merece ser ressaltado que € necessario diferenciar espermatogonias-tronco de origem
germinativa, das chamadas TMSC, ou Células Testiculares Multipotentes do Estroma
Testicular (Multipotent Stromal Cells, TMSCs). Os marcadores como o SSEA4, TRA1-81,
GPR125 ou GFRALI, antes considerados espermatogonia especificos, sdo expressos pelos dois

tipos celulares. No entanto, o gene DEAD-box polypeptide 4 (DDX4), mais conhecido como
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VASA, em combinagdo com o PLZF, SALL4, MAGEAA4, possibilitou marcagdo especifica
das espermatogodnias de macaco mantidas em cultura (Eildermann et al/, 2012). O gene VASA
¢ expresso exclusivamente em células germinativas masculinas e femininas, sendo necessario
para a progressdo da meiose na espermatogénese. O VASA estd distribuido sob a forma de

granulos no citoplasma das células germinativas (Kakiuchi et al, 2014).

Figura 1 - Obtencao e processamento de amostras do testiculo para cultura e
criopreservacio
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Enzimatica
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Fonte: Elaborado pela autora.

1.3. Congelamento de Tecidos — Testiculo

Os resultados dos tratamentos oncoldgicos de meninos melhoraram consideravelmente
nos ultimos anos, permitindo que a maioria deles se recupere do cancer. Atualmente, 1 em
cada 530 adultos jovens (20-39 anos) ¢ um sobrevivente de um cancer na infancia (Ward et al,
2014). Devido ao sucesso da oncologia pediatrica, os efeitos colaterais do tratamento sdo de
extrema importancia. A infertilidade ¢ um efeito colateral de longo prazo, pois ndo ha meios
de preservar a fertilidade antes do tratamento; ao contrario de homens adultos, nos quais a
criopreservacdo de sémen ¢ realizada. A solucdo tedrica para este problema seria o

congelamento e estocagem de tecido testicular previamente a quimioterapia, seguido da
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propagacdo in vitro e autotransplante apos a cura do cancer (Figura 2). Em 1994, o primeiro
transplante de espermatogdnias foi realizado em camundongo, com sucesso (Brinster &
Zimmermann, 1994). Desde entdo, o transplante foi realizado em uma variedade de espécies
como bovinos, caprinos e primatas (Schlatt ef a/, 2002; Honaramooz et al, 2003; Izadyar et al,
2003). Além disso, foi demonstrado que células-tronco espermatogoniais de varias espécies
(Nagano, McCarrey, Brinster, 2001; Creemers et al, 2002; Izadyar et al, 2002; Van Pelt ef al,
2002) e também de humanos (Nagano, Patricio, Brinster, 2002) podem colonizar a membrana
basal dos tubulos seminiferos de camundongos imunodeficientes apos transplante, tornando
possivel testar experimentalmente a viabilidade das espermatogdnias-tronco.

Como pequenas biopsias testiculares ndo contém espermatogonias-tronco em nimero
suficiente para a repopulacdo do testiculo, faz-se necessaria a propagagdo in vitro destas
células no intuito de se obter quantidades adequadas para o transplante. Estas técnicas de
cultura ja foram desenvolvidas em animais (Kanatsu-Shinohara et al, 2003, 2008; Hamra et
al, 2005; Aponte et al, 2008) e humanos (Sadri-Ardekani et al, 2009, 2011).

Até hoje, quatro protocolos de congelamento para tecido testicular foram descritos,
usando crioprotetores como 1,5 M de etileno glicol e sacarose (Kvist ef al., 2006) e 0,7 M de
DMSO (Keroset al., 2005,2007) ou 0,7 M de DMSO e sacarose (Wynset al.,
2007, 2008; Poels et al., 2014). Freezers programaveis ndo s3ao essenciais para o
congelamento de fragmentos de testiculo humano (Baert ef al., 2013). Trabalhos avaliando o
tecido descongelado e transplantado em camundongos nude sugerem que a vitrificagdo pode
ser tao eficiente quanto os métodos lentos (Curaba ef al., 2011; Poels et al., 2013).

As técnicas experimentais citadas, como o congelamento de tecido testicular e a
cultura e propagacao in vitro de espermatogonias sao promissoras, no entanto ainda requerem
validacao para uso clinico, antes de serem completamente aplicadas na rotina e apresentarem

eficiéncia suficiente para a restauracdo da fertilidade dos pacientes (Picton ef al, 2015).


http://humrep.oxfordjournals.org/content/30/11/2463.long#ref-55
http://humrep.oxfordjournals.org/content/30/11/2463.long#ref-51
http://humrep.oxfordjournals.org/content/30/11/2463.long#ref-52
http://humrep.oxfordjournals.org/content/30/11/2463.long#ref-115
http://humrep.oxfordjournals.org/content/30/11/2463.long#ref-115
http://humrep.oxfordjournals.org/content/30/11/2463.long#ref-116
http://humrep.oxfordjournals.org/content/30/11/2463.long#ref-78
http://humrep.oxfordjournals.org/content/30/11/2463.long#ref-4
http://humrep.oxfordjournals.org/content/30/11/2463.long#ref-15
http://humrep.oxfordjournals.org/content/30/11/2463.long#ref-77
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Figura 2 - Esquema representativo de procedimento clinico para a preservacio da
fertilidade através do congelamento de fragmentos testiculares e transplante autologo de
células-tronco espermatogoniais
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Fonte: Elaborado pela autora.
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2 JUSTIFICATIVA

A determinacdo da permissividade ao HIV das células espermatogénicas ¢ essencial
para melhor compreensdao dos mecanismos de disseminagao do virus. Como o SGM ¢ um
santuario anatomico onde ocorre a replicagdo do HIV, e que tanto espermatozoides quanto
células germinativas isoladas apresentam receptores alternativos para este virus, nosso intuito
foi utilizar culturas de células testiculares para investigar a interagdo in vitro destas com o
HIV, com énfase na avaliagcdo da infeccao em espermatogonias e espermatdcitos primarios.

Para tal finalidade, desenvolvemos protocolo de cultura de células testiculares isoladas
e sua infec¢do in vitro pelo HIV-1 e varias construgdes de pseudovirus VSV. Estes
experimentos foram realizados no periodo de setembro de 2013 a agosto de 2014, através de
parceria internacional pelo programa de doutorado no exterior modalidade sanduiche
(CAPES-PDSE). Os experimentos de infec¢ao célula-célula foram desenvolvidos entre 2015
e 2016. Neste contexto, os mesmos foram realizados no Laboratério de Virologia e Biologia
da Reproducdo (Irset —Inserm/Institut de Recherche Santé, Environnement e Travail/Institut
National de La Santé e de La Recherche Medical U1085), em parceria com a Equipe de
Virologia, Quimica e Reprodugdo, e em colaboracdo com os doutores(as) Bernard Jégou,
Nathalie Dejucqg-Rainsford, Dominique Mahé, Giulia Matusali ¢ Anne Pascale-Satie na
Universidade de Rennes 1. O Laboratério de Biosseguranca Nivel 3 utilizado para os
experimentos de infeccdo pertence ao Biosit (Estrutura Federativa para Pesquisa em
Biologia), dirigido pelo Dr. Thierry Guilladeaux, assim como os laboratérios de Microscopia

Confocal e de Imunofluorescéncia.
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3 OBJETIVOS
3.1 Objetivo geral

a) Determinar a capacidade de interacdo entre as células testiculares da linhagem

germinativa e o virus da imunodeficiéncia humana (HIV).

3.2 Objetivos especificos

a) Estabelecer um protocolo de isolamento e cultivo primario de células germinativas
humanas para experimentos in vitro de infec¢do pelo HIV e pseudovirus VSV.

b) Caracterizar as células germinativas obtidas de testiculo humano e cultivadas in vitro
por meio de marcadores moleculares.

c) Estabelecer um protocolo de criopreservacao de fragmentos testiculares e células apos
isolamento e células cultivadas.

d) Desenvolver protocolo de infeccdo pelo HIV (diferentes cepas), e pseudo VSV em
células da linhagem TCam-2.

e) Estudar a natureza das interagdes entre as células germinativas testiculares e TCam-2 e
o HIV, para se determinar a capacidade destas células em abrigar este virus e identificar os
fatores celulares e virais envolvidos nestas interagoes.

f) Explorar as primeiras etapas da replicacdo viral em cultura de células germinativas.

g) Confirmar ou invalidar a hipotese da integracao do genoma do virus HIV nas células

germinativas humanas e células TCam-2.
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4 MATERIAL E METODOS

O presente projeto foi executado no Laboratorio de Biologia Celular do ICB-UFMG e
no Laboratorio de Virologia e Biologia da Reprodugao [Irset -Inserm (Institut de Recherche
Santé, Environnement et Travail - Institut National de La Santé et de La Recherche Medicale,
U1085)], da Universidade de Rennes 1, Franca.

As amostras testiculares foram obtidas de bidpsias e orquiectomias realizadas de
pacientes portadores de cancer de prostata, através de colaboragdo com a equipe de urologia
do Hospital Pontchaillou, Rennes, Franca, declaracio CCPPRB n°02/31-407 ou
orquiectomias post-mortem (Hospital Pontchaillou, Rennes, declaracio da Agéncia de
Biomedicina n° PF S09-015). No Brasil foi também obtido material doado por pacientes
submetidos a técnicas de reproducdo assistida e orquiectomia terapé€utica. Todos estes
experimentos tém parecer favoravel do COEP - Comité de Etica em pesquisa da UFMG (No.

CAAE - 11518812.6.000.5149).

4.1 Desenvolvimento de protocolo de cultivo primario de células germinativas

testiculares

Este protocolo foi padronizado e desenvolvido no Laboratorio de Biologia Celular do
ICB-UFMG com amostras de testiculos de pacientes ndo portadores do HIV e submetidos a
procedimentos de bidpsia testicular diagnostica ou biopsia para procedimentos de Reprodugao
Assistida (TESE/TESA — Testicular Sperm Extraction/Testicular Sperm Aspiration); bem
como a orquiectomia unilateral ou bilateral terapéutica para tratamento de cancer de prostata
ou de testiculo.

O protocolo de cultivo primario de células germinativas humanas foi padronizado,
com ligeiras modificagdes, baseado em estudos pioneiros de Kanatsu-Shinohara e
colaboradores (2003) e Sadri-Ardekani e colaboradores (2011). O protocolo original,
juntamente como suas modificagdes e atualizacdes, foi obtido diretamente da Dra. Ans Van
Pelt, em treinamento realizado pela doutoranda em seu laboratério, no Centro Médico da
Universidade de Amsterdam.

Com a finalidade de se preparar as suspensdes celulares para a obtencao de células
germinativas, os fragmentos testiculares humanos (n=23, fresco ou criopreservado, Anexo I,
Tabela 1) foram submetidos a digestdo enzimatica com o uso de hialuronidase, DNAse,

colagenase e tripsina. Apos plaqueamento diferencial overnight a fracdo sobrenadante, rica
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em células germinativas, foi cultivada em meio de cultura StemPro (InVitrogen)
suplementado (Anexo II) e na presenca dos fatores de crescimento GDNF, FGF, EGF, LIF, e
também dos hormonios estradiol e progesterona. O meio de cultura foi trocado duas vezes por
semana e as células repicadas com o uso de tripsina uma vez por semana. As células foram
avaliadas por citometria de fluxo e/ou cultivadas sobre laminulas de vidro cobertas com
laminina (20pg/mL), fixadas com paraformaldeido a 4% e submetidas a técnicas de
imunocitoquimica. Foram utilizados anticorpos para a identificagao das seguintes proteinas:
VASA, SSEA4, MAGEA4, STRAS, GRFA1, THY1, HLA1. O material foi analisado através
de microscopia de fluorescéncia e confocal.

Para as andlises histologica, morfométrica e imunohistoquimica, um pequeno
fragmento de cada amostra foi fixado em paraformaldeido a 4% e Bouin e incluido em

parafina.

4.2. Extracao de Células Germinativas de testiculo humano pés-orquiectomia

Todo o procedimento foi realizado em condi¢des estéreis. Feita a dissec¢ao da
albuginea, foram obtidos fragmentos de 1 a 2 mm do parénquima testicular. Por¢des
cauterizadas e de tecido conjuntivo denso foram desprezadas.

As amostras foram examinadas a fresco para a identificacdo de espermatozoides e
preenchimento dos tubulos seminiferos, o que servia para confirmar a ocorréncia de
espermatogénese completa. Dez gramas de parénquima testicular foram utilizados para os

experimentos a fresco, sendo que o material restante foi congelado.

4.2.1 Isolamento das células germinativas e inicio da cultura

Os fragmentos obtidos foram submetidos a dissociagdo enzimatica, sendo as
concentragdes finais de cada uma das enzimas utilizadas detalhadas conforme segue:
hialuronidase, 20mg/mL (Sigma-Aldrich); colagenase, 10mg/mL (Sigma-Aldrich);
DNAse, 4mg/mL (Sigma-Aldrich).

Os fragmentos foram deixados suspensos nesta solu¢do por uma hora, a temperatura
de 37°C sob agitacdo. Caso a preparagdo se mostrava viscosa, mais DNAse era adicionada
(~300uL). Apos a agdo enzimatica, o material foi centrifugado por 9 minutos a 1800 rpm. O
sobrenadante foi desprezado. Ao pellet resultante foi adicionado 25mL de tripsina

(Sigma-Aldrich) por 20 minutos, a temperatura de 37°C. A ag¢ao da tripsina foi inativada com
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soro fetal bovino a 10% do volume total. A solugdo foi filtrada em filtro de 60um. O filtrado
obtido foi lavado duas vezes com meio de cultura DMEM/F12, a 1500 rpm por 5 minutos. A
terceira lavagem foi realizada com o meio de cultura DMEM/ F12 suplementado e as células
diluidas para uma concentragdo final de 0,2-0,5 x 10°/ml num total de 24 mL de meio de
cultura. Este volume foi repartido em duas garrafas de cultura médias com 12 mL em cada. A
concentragdo de células foi calculada através de contagem com a camara de Malassez e a
viabilidade celular foi determinada pela técnica de exclusdo azul de tripan.

As suspensdes celulares obtidas foram cultivadas overnight a 37° C e atmosfera de 5%
CO, em meio DMEM/F12 suplementado com aminoacidos ndo essenciais, 4 mM de
L-glutamina, 40 ug/mL de gentamicina, 15 mM de HEPES, bicarbonato de sédio 0,12%,
penicilina (100 Ul/mL), estreptomicina (100 ug/mL) e soro fetal bovino a 10%. Apods
incubagdo, as células em suspensao foram recolhidas e cultivadas a uma densidade de 10.000
a 20.000 células/cm? em placas ndo revestidas em meio de cultivo StemPro-34 (Invitrogen),
suplementado com penicilina/estreptomicina 0,5% (Invitrogen), fator de crescimento
epidérmico (EGF) de rato, EGF humano recombinante (20 ng/mL) (Sigma-Aldrich), GDNF
recombinante (10 ng/mL) (Sigma-Aldrich), LIF humano (10 ng/mL) (Chemicon International
Inc) (ver Anexo II). As células foram cultivadas em placas de cultura ndo revestidas de 6
pogos (Falcon) a 37°C, em atmosfera umidificada, com CO, a 5%, e repicadas com tripsina
EDTA (0,25%) (Invitrogen) a cada 7 a 10 dias para uma ou varias novas placas, apds estarem

com 80-90% de confluéncia.

4.2.2 Congelamento

As células obtidas apos isolamento ou os fragmentos do testiculo foram
criopreservados com uma solucdo crioprotetora contendo 8% DMSO e 20% soro fetal
bovino em PBS. Apds equilibrio de 30 minutos a 4°C, criotubos de 2 mL foram colocados na
caixa de congelamento CoolCell e acondicionados num freezer a temperatura de -80°C

overnight. Ap6s este periodo, o material foi transferido para o nitrogénio liquido (-196°C).

4.2.3 Descongelamento

Os criotubos foram retirados do nitrogénio liquido e deixados a descongelar fechados
a temperatura ambiente por 20 minutos. A seguir, os criotubos foram desinfetados com alcool

70°. No caso das células, estas eram lavadas em meio de cultura e colocadas em cultivo. Os
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fragmentos descongelados foram lavados em concentragcdes decrescentes de DMSO e
submetidos a digestdo enzimatica com o uso de hialuronidase, DNAse, colagenase e tripsina
para isolamento das células germinativas a serem cultivadas, seguindo os mesmos

procedimentos descritos para o tecido fresco.

4.3. Infeccao das células TCam-2, Jurkat e PBMC

As células TCam-2 pertencem a uma linhagem celular derivada de seminoma, que ¢
um tumor germinativo testicular (Mizuno et al., 1993; De Jong et al., 2008). Estas células sdo
tetraploides (90 cromossomos) e perderam o cromossomo Y. Elas ndo expressam o CD4,
entretanto estdo presentes nestas células o heparam sulfato, o receptor de manose, o GalCer, o
CCR3, CCRS5 e CXCRA4, todos receptores alternativos para o HIV.

Como células-alvo permissivas para os controles positivos da infeccdo foram
utilizadas as células Jurkat, uma linhagem de linfocitos T CD4+ CXCR4+ modificadas para
expressar o CCRS5 de maneira estavel e PMBC humanos doados apds aférese (CHU, Hospital
Pontchaillou, Rennes). Estas linhagens foram cultivadas em garrafas de 75 cm? (Falcon) a
37°C em atmosfera de 5% de CO,, em meio RPMI-1640 (Sigma Aldrich) completo, com 10%
de soro fetal bovino (Sigma Aldrich), glutamina a 2mM (Sigma Aldrich) e os antibitticos
penicilina/estreptomicina (Sigma Aldrich).

As células Jurkat foram cultivadas em suspensdo e foram diluidas em meio de cultura
a fresco. O agente de selecao geneticina (G418; Sigma Aldrich) foi adicionado ao meio de
cultura a uma concentracdo de Img/mL com a finalidade de estabilizar estas células
geneticamente modificadas.

As células TCam-2 sdo aderentes, de modo que ao atingirem a confluéncia total foram
tripsinizadas (Tripsina 0,5g/L + EDTA 0,2 g/L, Sigma Aldrich) por 4 minutos a 37°C, e
depois diluidas em meio fresco, e finalmente depositadas numa nova garrafa (ou utilizadas
para os experimentos). Os PMBCs foram obtidos a fresco e utilizados no mesmo dia. As
células foram marcadas previamente a infec¢do com o corante fluorescente CSFE (CellTrace,
Life Technologies), excitdvel com laser 488nm.

4.3.1. Cepas de virus e pseudovirus utilizadas

Sao descritas diferentes cepas de HIV, de acordo com os co-receptores que utilizam,
conforme segue: as cepas que utilizam o co-receptor CXCR4 (tipicamente expresso pelos

linfécitos T) sdo chamados virus X4, ou linfotropicos; enquanto as cepas que utilizam os
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co-receptores CCRS, expresso pelos macrofagos e linfocitos T de memodria, sdo definidas
como RS, ou macrofago-tropicos. Algumas cepas podem utilizar os dois tipos de receptores,
sendo entao chamadas R5X4, ou duo-tropicas (O' Brien ef al., 1994).

Nos experimentos realizados no presente estudo foram utilizadas cepas virais de
HIV-1 de tropismo R5 (SF162, JR-CSF, Bal, ARP1114 ¢ GFPVPR) e de tropismo X4 (IIIb,
AdS8 e pnl4.3). Estes virus foram produzidos através de infeccdo in vitro de PBMCs.

Lentivirus pseudotipados nao infecciosos foram construidos a partir de envelopes
virais do HIV-1 (SF162, tropismo RS; ou HxB2, tropismo X4) ou do envelope do VSV (Virus
da estomatite Vesicular) através de transfeccdo nas células 293T. Estes pseudovirus carream
genoma viral que apresenta as sequéncias minimas necessdrias para a encapsidacdo,
transcricdo reversa e integracao. No entanto, a regido da LTR (promotor viral) estd inativada
para a transcricdo apds a integracdo, determinando o cardter ndo-infeccioso destes
pseudovirus. Adicionalmente, o genoma destes virus pseudtipados apresenta um gene que
resulta na expressdo da proteina fluorescente verde (GFP) apds a infeccao.

As particulas virais assim obtidas foram dosadas para p24 por ELISA,
ultracentrifugadas (100.000 g/30 minutos), concentradas e tratadas durante 30 minutos a 37°C
com Benzonase diluida 10x (Sigma Aldritch) para eliminar DNA e RNA restantes em
solugdo.

As células foram analisadas em diferentes condigdes para:

a) entrada viral, através de imunofluorescéncia para p24;
b) sintese de DNA viral e integragdo (QPCR/Detec¢ao da GFP por FACS) e
c) por produgdo viral (ELISA).

4.3.2 Procedimento das Infec¢des das culturas celulares

As células TCam-2 foram colocadas em placas de 6 pogos, a concentragdo de 0,5 x 10°
células /po¢o e os PBMC e Jurkat em placas de 24 pocos a concentragio de 2 x10°
células/poco. As células foram infectadas com 200ng equivalente em p24 de pseudovirus ou
virus anteriormente descritos por milhdo de células, através de centrifugagdo durante 90
minutos a 2500 rpm em presenca de polibreno (8ng/mL; Sigma-Aldrich), que ¢ um agente
cationico que favorece o contato do virus com as células.

A infeccdo foi realizada com ou sem nevirapina, um inibitor da transcriptase reversa,
utilizado a concentracdo 30uM final. A infeccdo foi também realizada na presenga ou

auséncia do raltegravir, que ¢ um inibidor de integrase da nova classe de drogas
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antirretrovirais que atua impedindo o HIV de integrar seu DNA nas células humanas.

A cloroquina ¢ um agente lisosomotropico que impede a acidificagdo dos endossomos,
por acimulo nas partes acidicas das células (endossomos, lissossomos). Seu modo de agdo ¢
inibir enzimas lissossdmicas que atuam em pH acido, impedindo a fusdo dos endossomos. A
cloroquina tem impacto na entrada de HIV-1 e VSV-G mediada por endocitose, protegendo
as particulas virais da degradacdo nos endossomos e também inibindo a acidificacdo
endossOmica necessaria para a fusdao destas particulas. A cloroquina foi utilizada a
concentragdo de 10uM por 4 horas, em associacdo a centrifugagdo (Spin infection) por lh
30min. Foi realizada a detec¢ao da p24 através de immunofluorescéncia 4h apds a infecgao.

O meio de cultura utilizado na infec¢do foi substituido por meio fresco e as células
colocadas em cultura no meio RPMI completo. Apos os periodos overnight ou 48 horas de
incubacdo, a 37° C, 5% de CO,, as células foram lavadas 2X em PBS e os pellets congelados
a seco a -80°C. Estes pellets foram utilizados para a extracdo do DNA com auxilio do
QIAamp DNA Blood Mini Kit 250 (Qiagen), de acordo com as recomendagdes do fabricante.
Em seguida, o DNA foi dosado em NanoDrop 8000 (Thermo Scientific) e a concentracao

ajustada para 100ng/pL.

4.4 A pesquisa do DNA viral por PCR quantitativo (QPCR)

O principio da qPCR permite a quantificacdo do DNA amplificado por deteccido de
fluorescéncia (sistema FAM-TAMRA). A quantidade de fluorescéncia detectada ¢
proporcional a quantidade de DNA amplificado. A utilizagcdo de gama de calibragdo permite
obter a quantidade inicial contida nas amostras. Nestes experimentos, uma gama foi realizada
a partir de DNA obtido de células 8ES, que apresentam uma copia de DNA integrado por
célula. Para a quantificacdo do DNA viral dois elementos foram amplificados em paralelo,
uma sequéncia situada no genoma do HIV-1 e uma do gene da albumina, que foi utilizado
para normalizar as quantidades de DNA medidas.

Cada reacao de PCR foi realizada num volume de 20uL composto de: 10uL de Master
mix 2X (Applied Biosystems); 0,4 uL de primer senso a 25uM; 0,4uL de primer anti-senso a
25uM; 0,4pL de sonda a 10puM; 3,8uL de agua estéril; e 5 pL de matriz DNA a 100ng/ul para
as TCam-2 ou a 20ng/pl para os PBMC/Jurkat. A reacdo de PCR foi realizada em placa de 96
POGOs.

A amplificagdo foi realizada num termociclador (7500 Applied Biosystems) nas

seguintes condi¢des: desnaturacdo inicial de 10 minutos a 95°C, seguida de 40 ciclos, de
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modo que para cada ciclo foi observada uma etapa de desnaturagdo (15 segundos a 95°C) e
depois de elongamento (Imin a 60°C). Os resultados do PCR foram analisados com o auxilio

do programa 7500 Software (Applied Biosystems).

4.5. Deteccao por citometria de fluxo

Com a finalidade de se avaliar a infec¢ao pelos pseudovirus nas células Jurkat, PMBC

e TCam-2 foi utilizada a deteccdo da emissao da fluorescéncia GFP.

Esta técnica foi também utilizada para a avaliacdo da natureza das células testiculares
apos dissociacdo. Os seguintes anticorpos foram utilizados: anti-HLA-ABC (BD Pharmingen,
clone G46-2.6 conjugado com PE) anti-Vimentin (Epitomics, clone EPR3776), anti-DDX4
(Abcam, Rabbit polyclonal), anti-SSEA-4 (BD Pharmigen, clone MC81370, conjugado com
FITC); GRFa-1 (ab176564), THY-1(CD-90.1 PE Miltenyi Biotec ref.130-094-528).

Para a deteccdo de moléculas de superficie as células foram o em gelo por 30 minutos
com o anticorpo especifico ou isotipo controle e depois lavadas e quando necessario,
incubadas com o anticorpo secundario conjugado com fluorocromo. Para detec¢ao de
proteinas intracelulares as células foram permeabilizadas ((BD cytofix/cytoperm) e
submetidas & marcagdo com o anticorpo a temperatura ambiente.

Foi utilizado o citometro de fluxo FACScalibur (Becton Dickinson, Franklin Lakes,

USA) e o software CELLQuestPro para a aquisi¢do e analise.

4.6 Infeccao das culturas primarias de células testiculares (virus livre)

As células germinativas obtidas apos plaqueamento diferencial overnight foram
colocadas em placas de 24 pocgos, a concentra¢do de 0,5 x 10° por poco, sobre laminulas de
vidro cobertas com laminina, que favorece a adesao das células-tronco.

As células foram infectadas com 20ng/10° equivalente em p24 de pseudovirus ou virus
anteriormente descritos por milhdo de células, através de centrifugacdo durante 90 minutos a
2500 rpm em presenca de polibreno. O meio de cultura utilizado foi o StemPro suplementado
com os fatores de crescimento GDNF, EGF, FGF2, LIF. Apos diferentes periodos de
incubagao a 37°C e 5% de CO,, as células foram lavadas 2 X em PBS ¢ fixadas diretamente
sobre as laminulas, com paraformaldeido a 4% por 20 minutos. As células foram lavadas em

PBS, deixadas a secar ao ar, e congeladas a -20°C.
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4.7. Infecgdes das culturas primarias de células testiculares (célula-célula)

Para as infec¢des célula-célula foram utilizadas as células Jurkat (linhagem de
linfocitos modificados) infectados com HIV-1 cepas ADS e pnl4.3. PBMC humanos obtidos
apos aférese foram também utilizados. Estas células foram infectadas com o virus cepa R5
ARP1114. As células germinativas foram marcadas com Cell Tracer e submetidas a infec¢ao
por um periodo overnight e marcadas com VASA e p24 para imunofluorescéncia. As imagens

foram obtidas em microscopia confocal (Leica, SP8) e analisadas com o sofiware Imagel

(National Institutes of Health, http://rsb.info.nih.gov/ij/).

4.8. Imunocitoquimica e imunohistoquimica

As laminulas foram descongeladas e rehidratadas por 30 min em PBS. Em seguida,
foram incubadas numa solu¢do de glicina 0,3M em 1% BSA; 0,05% Triton-X 100, por 30 min
a temperatura ambiente. Apos 3 lavagens em PBS, foi feita a incubagdo com o anticorpo
primdrio, diluido em PBS + 1% BSA, por 1 hora. Apods este procedimento, foi feita a
incubagdo com o respectivo anticorpo secundario, um Alexa fluorescente (dilui¢do 1:500), por
uma hora. Os seguintes anticorpos foram utilizados: VASA (DDX4 — Abcam), dilui¢do 1:400,
secundario Alexa 488, isotipo IgG coelho diluigcdo 1:70; MAGE-A4, diluigdo 1:20, Clone B57
(20ug/ml), secundario alexa 594, isotipo IgGl (500ug/ml) 1:500; Stra8 1:250 (Abcam),
secundario Alexa 594, isotipo IgG coelho 1:25; p24 (NIH 183 5mg/ml, p27), dilui¢do 1:500,
secundario Alexa 594, isotipo IgG1K; SSEA-4 (Santa Cruz) 1:25, secundario Alexa 594,
isotipo IgG3kFITC 1:2000; HLAABC (MHC-1, Abcam) 1:100, secundério Alexa 488, isotipo
IgG2 camundongo.

Para a imunohistoquimica foram utilizados os seguintes anticorpos: Sox9 (Santa Cruz
sc-20095) 1:100, secundario Estreptavidina-Biotina Peroxidase, isotipo IgG1 camundongo;
a-SMA (Dako M0851) 1:50, isotipo 1gG2a, secundario Estreptavidina-Biotina Peroxidase;
MKI67 (BD Pharmingen 550609) 1:500, secundario Estreptavidina-Biotina Peroxidase,
isotipo IgG1K.

Em seguida, as laminulas foram lavadas mais 3x com PBS. O nucleo foi corado com
DRAQS diluido 1000x em PBS, por 5 min a 37°C. As laminulas foram montadas com

Prolong (Antifade kit, Invitrogen, P7481). A leitura e analise das mesmas foi realizada com o
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auxilio de microscopios de fluorescéncia e confocal e as imagens obtidas foram analisadas
com o auxilio do Programa ImagelJ.

Para o tecido fixado em parafolmaldeido e incluido em parafina foram obtidas sec¢des
de 5 um que foram desparafinizadas em xilol e hidratadas em série decrescente de etanol. A
recuperagdo antigénica foi realizada por ebuli¢do em microoondas em uma solucdo de 10 mM
de citrato de sodio (pH 6,0) por 15 minutos. Os cortes foram lavados em solugdo tampao
TRIS 0,05M (TBS), pH 7,6, e entdo coradas usando-se o método indireto da
streptavidina-biotina peroxidase. Resumidamente os cortes foram incubados por 5 minutos
em H,0, a 3% (Sigma Aldrich) para bloquear peroxidase enddgena, lavadas em TBS, e
incubadas 2X por 10 minutos em TBS suplementado com 1% de albumina bovina (BSA)
para bloquear sitios ndo-especificos. Os cortes foram entdo incubados overnight a 4°C. com
0s respectivos anticorpos primdrios. Em seguida, apds duas lavagens em TBS, os cortes foram
expostos ao anticorpo secundario biotinilado por uma hora a temperatura ambiente. A
detecg¢do da coloragdo marrom foi realizada pela incubagdo dos cortes com a estreptavidina
por 10 minutos, seguida pela reagdo com o substrato da peroxidase 3,3’-diaminobenzidina
(DAB, Sigma Aldrich) e contracorados com a Hematoxilina de Harris. As laminas foram

montadas e analisadas por microscopia de luz.
4.9. Contagem diferencial

Para determinar o percentual de células VASA-positivas e MAGE-A4 — positivas foi
realizada a contagem diferencial (nucleo de célula marcada x 100/300 nucleos). Esta analise

foi realizada no T1 (Dia 1 de cultivo), T12 (dia 12) e T23 (dia 23).

4.10. Analise Estatistica

A analise estatistica foi realizada usando o teste t indepente e pela analise de variancia
ANOVA one-way. Comparagdes multiplas foram realizadas pelo teste Bonferroni post hoc. Os
resultados foram apresentados como média + desvio padrdo. Todos os calculos foram

realizados com o software SPSS para Windows v11.5 (Chicago, Illinois, USA).
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5 RESULTADOS
5.1 Caracterizagao da cultura primaria de células testiculares
5.1.1 Progressao das células testiculares adultas em cultura

Apods dissociacdo das células testiculares foi obtida uma suspensdo de células
individualizadas (Fig. 3 A). No dia 4 de cultivo foram observados aglomerados celulares em
algumas areas da placa de cultura (Fig. 3 B). O grau de complexidade destes agregados foi
aumentando a medida que a cultura se desenvolvia (Fig. 3 B — F). Os agregados apresentaram
forma esférica (Fig. 3 C and D), alongada (Fig.3 E) ou oval (Fig. 3 F). Extensdes
citoplasmaticas de células somadticas na periferia das colonias estavam em contato com células
isoladas e aglomerados celulares. Células menores, arredondadas, foram vistas em pares ou
em grupos, apresentando associacdo com uma trama celular ou repousando no topo das
colonias. Algumas das colonias deram origem a estruturas em corddo de até 30 mm de
comprimento ¢ 1 mm de largura (Fig. 3 G). O aspecto macroscopico do corddo foi de um
filamento compacto, que se apresentava contorcido ou retilineo. A microscopia 6tica mostrou
um perfil alongado bem organizado (Fig. 3 H). As células testicularem em cultura foram

capazes de recapitular o padrao de formacao do tibulo seminifero (Fig. 3 I).

5.1.2 Caracterizacao das células testiculares em cultura

A avaliacdo da suspensdo celular obtida apos a digestdo testicular revelou células
VASA+, MAGEA4+, STRA8+ e SSEA4+ (Fig. 4 A - L). Todos os controles com os isotipos
foram negativos. A frequéncia de células positivas para VASA, MAGEA4, SSEA4, GRFAI,
CD-90 ¢ HLAABC na suspensao celular foi avaliada por FACS e por contagem diferencial

em microscopia otica (Fig. 4 M — N).
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Figura 3 - Progressao das células testiculares humanas em cultivo do dia 1 ao dia 23
resultando na formacio in vitro de organoide alongado

Fonte: Elaborado pela autora.

Legenda:
Microscopia de contraste de fase de células cultivadas em placas de 6 pogos nos dias 1 a 12 (A-F).

e Observar no dia 1 células isoladas em suspensdo na placa de cultura (A).
e Aglomerados de células foram observados desde o dia 4 (B)
e ¢ o nivel de organizacgdo se torna mais complexo nos dias subsequentes até o 12°. dia de cultura (C, D,

E F).

e Macroscopicamente, uma estrutura filamentosa derivada dos agregados celulares foi observada no dia
23, resultando na formagao de um organoide (G).

e Microscopia otica foi utilizada para avaliar a organizacdo geral do corddo formado in vitro. Em (I),
observa-se a citoarquitetura de um epitélio seminifero rudimentar, onde é observada uma célula
germinativa (seta) em associagdo a membrana basal. Barras de escala: A= 100um; B — F = 50um; G =
1.5cm; H = 500um; [ = 24pm.

Desta forma, células VASA+ foram aproximadamente 75% das células presentes na
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suspensdo inicial (Fig. 4 M — N), seguidas de 26% de cé¢lulas MAGEA4+ (Fig. 4 N). Os
percentuais de células positivas para GFRA1 and SSEA4 foram respectivamente 9,9 + 0,3 e
10,7 £ 0,7 (Fig. 4 M). THY1 (CD-90), um marcador de superficie presente em uma
subpopula¢do de células-tronco espermatogoniais foi expresso por uma fracdo menor das
células isoladas, em torno de 2% (Fig. 4 M). Assim, a maioria das células presentes na
suspensdo celular ap6s a digestdo enzimatica com plaqueamento overnight eram células
germinativas, uma vez que células somaticas HLAABC+ correspondiam a 4% do total (Fig. 4
M).

Também foi comparado o percentual de células positivas para VASA e MAGEA4 do
primeiro dia de cultura (T1) até o dia 23 (T23) através de contagem celular diferencial. Foi
observado um decréscimo significativo na quantidade de células VASA+ observadas entre o
dia 1 (42%) e 8 (14%) seguido por uma redu¢cdo menor no nimero de células até o final (T23;
2%) (Fig. 5 A). Embora uma reducdo tenha sido observada do dia 1 ao 23 (59%, Fig. 5 B),
diferentemente das células VASA, quase 11% das células germinativas restantes no T23 eram
MAGEA4+.

Para estabelecer a propor¢dao de células germinativas versus células somaticas,
avaliamos o percentual de células SSEA4 e HLAABC nos dias 1 e 23 da cultura.
Corroborando nossos achados anteriores, no dia 1 detectamos 11% de células SSEA4+ ¢ 4%
de células HLAABC+ (Fig. 5 C). No dia 23, observamos um padrao invertido, uma vez que o
nimero de células SSEA4+ tinha reduzido significativamente (3%) e o niimero de células

somaticas HLAABC+ havia aumentado (72%) (Fig. 5 C).

Figura 4 - Caracterizaciao das culturas primarias de células testiculares usando-se
microscopia confocal e citometria de fluxo
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Elaborado pela autora.

Fonte:

.
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Legenda:

A imunofluorescéncia foi realizada para avaliar a presenca de células germinativas nos dias 12 e 23 de
cultivo.

Assim, células positivas para VASA (A - C) e MAGEA4 (D - F) foram observadas no dia 12. No 23°
dia de cultura, agregados de células positivas para STRA8 (G — I) e SSEA-4 (J — L) foram
identificados. Células somaticas estavam presentes nas culturas apo6s plaqueamento overnight como
revelado pelo percentual de células HLAABC+ (M). Note que a frequéncia de células VASA+ foi maior
que os outros fendtipos (M, N). Barras: A - F = 50um; G —L = 100um.
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Figura 5 - Culturas primarias de células testiculares mantidas até 23 dias

A, B. C. .

Fonte: Elaborado pela autora.

Legenda:
e Notar que apds a primeira passagem (T1), os percentuais de células germinativas VASA+ (A),

MAGEA4+ (B) and SSEA4+ (C) foram maiores que os obtidos aos 23 dias de cultura. Inversamente, o
percentual de células HLAABC+ aumentou até o final da cultura (C).
A e B: contagem diferencial

e (C: citometria de fluxo.

5.1.3 Diferenciacao e reorganizagdo de células testiculares adultas em cultura

O arranjo entre as células somadticas e germinativas em cultura foi acompanhado por
analise em imunofluorescéncia. Foram observadas modificagdes quanto a organizacao das
culturas do dia 1 ao 12 A populagao inicial (Fig. 6, T1; A, B, C; D, E, F) era composta tanto
por células positivas quanto negativas para ambos os marcadores VASA ¢ MAGEA4. As
células foram observadas principalmente isoladas mas também formando grupos de 2-4
células. A forma das mesmas era arrendondada. Por volta do dia 12 (T12) foi possivel
identificar grupos de células VASA+ (Fig. 6; G, H, I) e MAGEA4+ (Fig. 6; J, K, L) alinhadas.
No 23° dia (T23), foi observado que a cultura havia sofrido modificag¢des significativas quanto
ao padrdo de organizagdo. Células VASA+ poderiam ser observadas dentro dos aglomerados
(clusters) (Fig. 6, T23; M, N, O). As células se destacaram do fundo da placa e, enrolando-se
sobre si mesmas, produziram uma estrutura semelhante a um corddo, conforme pode ser
observado na Fig. 2 G. No interior destes corddes foram observadas numerosas camadas de
células somadticas e células germinativas MAGEA4+ (Fig. 6 P, Q) as quais estavam

circundadas por uma camada externa de células somaticas alongadas.

Figura 6 - Desenvolvimento de organoides a partir de células testiculares em cultivo
primario ao longo de 23 dias

DRAQS MERGE MAGEA-4 DRAQS MERGE
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Fonte: Elaborado pela autora.

Legenda:
e Observa-se a presenga de células VASA+ (A - C; G- H; M - 0O) e MAGEA4+ (D-F; J-L; P-Q)
desde a primeira passagem (T1), tempo intermediario em cultura (T12) ¢ final da cultura (T23).
e A - O, Imunofluorescéncia.
e P-Q, Imunoperoxidase.
e Barras: A—P=50um; Q =25um. DRAQS5, marcacao nuclear.

No intuito de caracterizar diferentes populagdes celulares nos organoides testiculares
recuperados no 23° dia de cultura, realizamos um ensaio de imunoperoxidase. Desta forma,
mostramos que estas células circundando os tibulos eram positivas para a-SMA, no mesmo
padrao observado nos testiculos controle (Fig. 7 A e B). Também avaliamos a expressao de
uma proteina especifica de células de Sertoli, SOX9. Assim, mostramos que células
somaticas de ambos os tecidos foram positivas para este marcador (Fig.7 C e D). Além disso,
células no interior dos organoides testiculares ainda eram capazes de proliferar, como
demonstrado pela imunomarcacao para o MKI67 (Fig. 7 E F). Outros tipos celulares, que
podem incluir células endoteliais, fibroblastos, linfocitos, macrofagos e células dendriticas

ndo foram caracterizados em nossos estudos.

Figura 7 - Imunohistoquimica dos organoides testiculares formados in vitro apos cultivo
primario de células testiculares

Organoide
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Fonte: Elaborado pela autora.

Legenda:
e Observa-se em (A), células 0—SMA+ (seta) presentes na camada mais externa dos tibulos seminiferos

formados “de novo”, com mesmo padrido observado para células peritubulares mioides associadas a
membrana basal nos tbulos seminiferos controle (B).

e A presenca de células de Sertoli nos organoides testiculares foi confirmada com a marcagao pelo SOX9
(C, seta). Células SOX9 também foram observadas no testiculo adulto (D, seta).

e (élulas em proliferagdo foram observadas nos organoides (setas) como foi demonstrado pela marcagao
para MKI167 (E). Em (F), espermatocitos primarios positivos para o marcador MKI67 (seta).

e Barras: A, C—F =25 um; B=100um.

5.2 Infecciio de células germinativas em cultivo primario pelo HIV

Nestes experimentos, as células em cultura foram analisadas em diferentes tempos,
utilizando-se a detecgao através de anticorpos contra o capsideo viral HIV p24 e VASA.

Tanto as células somaticas quanto as células germinativas (VASA+), apresentaram
marcacdo para o p24. Assim, nas células somadticas que formavam a camada aderida a
laminula foi observada marca¢do abundante (pontos vermelhos), localizada na membrana e
citoplasma (Fig. 8 A). Nas células germinativas foram observados pequenos e escassos
pontos, os quais foram visiveis somente por meio de microscopia confocal em grandes
aumentos e fazendo-se o escaneamento completo das laminas (Fig.8 B-C, Fig. 9 e 10 B, C).
Células germinativas apresentando sinal p24 estavam associadas as células somaticas (Fig. 8
A e D). Foi possivel sugerir a internalizacdo das particulas p24 através do estudo de sec¢des
seriadas obtidas com microscopia confocal (Fig. 10 A - C). A marcagdo com o p24 foi

também detectada em células VASA+ encontradas isoladas (Fig. 9 ¢ 10 B, C).
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Figura 8 - Cultivo primario de células testiculares (18° dia de cultura) HI'V-1/Bal, 16h
apos infeccio

Fonte: Elaborado pela autora.

Legenda: Os pontos vermelhos representam marcagao para p24/Alexa 594, enquanto células VASA+/Alexa 488
foram mostradas em verde. Em (A) , nota-se p24 na camada de células somaticas. Em (B), células germinativas
em divisdo, com marcagdo p24 aparentemente superficial foram observadas. Por outro lado, célula germinativa
de perfil esférico com sinal p24 na superficie esta representada em (C). Note em (D) célula germinativa apoiada
em célula somatica e varios pontos vermelhos (p24) associados a estas células.

Figura 9 - Cultivo primario de células testiculares HIV-1/Bal, 4h apos infec¢iao

HIV-1Bal 4h

Fonte: Elaborado pela autora.

Legenda: E possivel observar células germinativas com dupla marcagdo p24 (pontos vermelhos, setas brancas) e
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VASA (verde), em associagdo com DRAQS, marcagdo nuclear, azul. No detalhe, células ndo infectadas (ni).
Microscopia confocal, 600x.Barra: Spm.

Figura 10 - Cultivo primario de células testiculares HIV-1/gfpvpr apés infecciao

Z project Cross-sections

GFP/ vasal cell tracer/

Fonte: Elaborado pela autora.

Legenda: Em A, células controle com isotipo VASA. Em B (projecdo Z project-Image J) ¢ C (seccdo
transversal) é possivel observar células germinativas VASA (vermelho) com marcagdo p24 (pontos verdes) e em
associagdo com DRAQS, marcagdo nuclear, azul-clara e Cell tracer em azul-escuro. Microscopia confocal,
600x.Barra : 10 um. Secgdes transversais 5 pm.

5.2.1 ELISA binding Assay

A analise dos resultados obtidos através do ELISA binding Assay mostrou que o
HIV-1 (cepas RS or X4) pode se ligar as células germinativas em cultivo primario (Fig. 11 A

e B). Esta ligacdo envolve receptores de natureza proteica, como demonstrado pela
diminui¢do das particulas ligadas na presenca da pronase (Fig. 11A e 12 A). Um maior
numero de particulas ligadas foi observado na concentragdo de 75 ng e a temperatura de 37°C
(Fig.11 A e B). Esta ligacao ¢ dependente da proteina do envelope viral gp120, como pode ser
visto na Fig. 12 B. Os receptores heparan sulfato e de manose estdo envolvidos nesta
interacao, como demonstrado pelo efeito de diminuig¢ao das particulas ligadas na presenca dos

competidores heparina, manose + BSA e manam (Fig 12 C, D).

Figura 11 - Resultados do ELISA binding Assay para células testiculares isoladas
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infectadas (n=8) com HIV-1 cepas RS SF162 (A) e X4 IIIb (B), nas concentracdes de 25 e
75 ng e nas temperaturas 4°C e 37°C
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Fonte: Elaborado pela autora.

Legenda:
e Em A, observa-se o efeito da pronase.
e P paciente submetido a orquiectomia terapéutica;
® PM, pés-morte.

Figura 12 - Resultados do ELISA binding Assay para células testiculares isoladas
infectadas com HIV-1 cepa RS SF162
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Fonte: Elaborado pela autora.

Legenda: Em A, observa-se o efeito da pronase. Em B, demonstra-se ligacdo dependente de EnV gp120. C,
efeitos competidores da heparina nas concentragdes 1, 10, 100 mM. D, efeito dos competidores manose-BSA e
manam.

5.2.2 Infecgao célula-célula

Foi possivel observar a transmissdo de particulas p24 entre células Jurkat infectadas
(virus HIV-1 Ad8) e PBMC (HIV-1 ARP1114) em co-cultura com células germinativas (Fig.
13 A-De 14 A, B). As particulas foram observadas na superficie e no interior das células
VASA+, como observado em secgdes transversais e projecdoes das imagens obtidas com

microscopia confocal.

Figura 13 - Células testiculares de co-cultivo primario em contato com células Jurkat
infectadas com HIV-1/Ad8
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Z projection

Cross-section
HIV-1 Ads8

vasal p24/ cell tracer

Fonte: Elaborado pela autora.

Legenda: Em A, B, C (projecdo Z project - Image J) € possivel observar células germinativas VASA+ (verde)
em divisdo com dupla marcacdo para p24 (pontos vermelhos) e, em associacdo com DRAQS, marcagio nuclear,
azul-clara e tragador celular em azul-escuro nas células germinativas. Nas sec¢des transversais (D), observa-se a
marcacdo p24 em contato com a célula VASA. Microscopia confocal, 600x. Barra: 10 pm.

Figura 14 - Co-cultura de células testiculares e células Jurkat infectadas com
HIV-1/pnl3

HIV-1 pni4.3 . HIV-1 ARP1114

p24/ cell tracer

Fonte: Elaborado pela autora.

Legenda: Em A, B, C (projecdo Z project - Image J) € possivel observar células germinativas VASA+ (verde)
em divisdo com dupla marcagdo para p24 (pontos vermelhos) e, em associagdo com DRAQS, marcagdo nuclear,
azul-clara e tragador celular em azul-escuro nas células germinativas. Nas sec¢des transversais (D), observa-se a
marcacdo p24 em contato com a célula VASA. Microscopia confocal, 600x. Barra: 10 pm.

5.2.3 Transcrigdo reversa do HIV-1 nas células germinativas
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A andlise através de PCR quantitativo mostrou que a transcricdo reversa acontece nas
células germinativas totais na cultura inicial (dia 1) e foi inibida pela nevirapina. O efeito
somente pode ser detectado apos exposicao a cloroquina (Fig. 15). Resultados das analises de
citometria de fluxo das células germinativas apds infec¢do com o HIV-1, no 5° e 15° dias apds
a infeccdo mostraram que o percentual de células infectadas foi reduzido na presenca de

nevirapina, bem como na presenga do raltegravir (Fig. 16).

Figura 15: PCR quantitativo para deteccio de DNA viral em células germinativas totais,
na presenca e auséncia da nevirapina e cloroquina, nos dias 1,2 e 3
apos infeccao (HIV-1)

8000+

—
= 228, A
3 6000+
< HIV-1+
s RT inhibitor
7] 4000+
Q
=
o
(3]
> 2000-
] |l|
ojﬁ Aim e
Chloroquine = = + 4+ - - 4+ 4+ - - 4+ +
day1 day2 day3

Fonte: Elaborado pela autor.

Figura 16 - Resultados das analises de citometria de fluxo das células germinativas apos
infeccao com o HIV-1, dias 5 e 15 dias apés a infeccao
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Fonte: Elaborado pela autora.

Legenda: O percentual de células infectadas foi reduzido na presenga de nevirapina, bem como na presenca do
raltegravir.
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5.3. Infeccao de células germinativas em cultivo primario pelos pseudovirus VSV

5.3.1. Culturas a fresco

Em nossos estudos observamos que o pseudo-VSV pode infectar células testiculares in
vitro. Esta infeccdo foi comprovada pelo aumento crescente da intensidade da fluorescéncia
ao longo do periodo da cultura. O pico maximo de fluorescéncia foi observado entre os dias 4
e 6 pos-infeccdo. Apesar de terem sido testadas 2 cepas diferentes (VSV U1085 ¢ VSV

Genebra), nenhuma diferenga evidente quanto a intensidade de fluorescéncia foi observada
(Fig. 17).

Figura 17 - Células de cultivo primario infectadas com o lentivirus pseudo VSV em
culturas a fresco

PM21 VSV U1085
Nao
infectado DIA 2 DIA 4 DIA 6 Anti-RT

Contraste
de fase

Fluo

Contraste
de fase

Fluo

Fonte: Elaborado pela autora.

Legenda: Aumento da expressdo da GFP é observado a partir do dia 2 pés-infecgdo, atingindo-se 0 maximo no
dia 6. A presenca da nevirapina (anti-RT) inibiu a expressdo da GFP.

A semelhanca do observado para as células em cultivo primario ndo infectadas, ndo foi
evidenciada a expressdao GFP em células VASA+ apds infeccdo com pseudo VSV (Fig. 18
B-D).
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Figura 18 - Culturas primarias de células testiculares infectadas in vitro com
pseudovirus VSV

Fonte: Elaborado pela autora.

Legenda: Em A, evidencia-se o aspecto da cultura em contraste de fase na qual se observa os contornos
arredondados das células germinativas, localizadas sobre a camada de células aderidas. Em B, nota-se células da
camada somatica expressando GFP. Em C e D sdo observadas as células VASA+ (vermelhas, Alexa 594)
negativas para GFP. Nao foi evidenciada co-localizag@o das marcagdes. Microscopia Confocal, 600x.

5.3.2. Culturas apds descongelamento de fragmentos de testiculo

Nesta etapa de nossos estudos, culturas obtidas de amostras testiculares descongeladas
foram submetidas a infeccdo pelo pseudovirus VSV, seguindo-se os mesmos protocolos
utilizados nas culturas obtidas a partir de tecido fresco. Assim, o mesmo padrdo de expressao
de GFP foi observado, com o pico ocorrendo entre os dias 4 e 6 pos-infeccdo. Células
somaticas infectadas foram observadas em todos os experimentos (Fig. 19 A-D) e células
VASA+ com morfologia normal (Fig. 19 B) ndo infectadas estavam associadas a estas células
somaticas, formando colonias (Fig. 19 B-D). Entretanto, células germinativas isoladas
expressando GFP foram raramente observadas (Fig. 19 A). Contudo, estas células nao
apresentavam morfologia tipica das células VASA+ (Fig. 19 B) presentes nas demais culturas

realizadas.
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Figura 19 - Culturas primarias de células testiculares infectadas in vitro com
pseudovirus VSV (amostra apés descongelamento) onde sdo observadas células
VASA/Alexa 594, VSV/GFP, e nucleos corados com Draq5

Fonte: Elaborado pela autora.

Legenda: Em A, observa-se células germinativas isoladas com marcacdo co-localizada VASA/GFP (pontos
claros). Ja em B, sdo observadas células VASA+ com aspecto normal na superficie da colonia contendo células
somaticas GFP. Por outro lado, em C, observam-se células germinativas no interior de uma colonia (projegédo
tridimensional), com marcagdo co-localizada VASA/GFP (cabeca de seta). Em D, células VASA+ com aspecto
atipico na superficie de uma coldnia e marcagdo GFP co-localizada (cabeca de seta). Microscopia confocal: A e
D (600x); B (1500x); C (1200x).

5.4. Infeccio nas células da linhagem TCam-2
5.4.1. Citometria de Fluxo

A infeccdo das células TCam-2 (e dos controles positivos Jurkat ¢ PBMC) pelo
pseudovirus VSV foi analisada por citometria de fluxo para detec¢ao da expressao de GFP.
Assim, 3 dias apos a infeccdo o percentual de células positivas foi de 89% para as células
Jurkat (Fig. 20 A3), 18% e 45%, para as PBMC (Fig. 20 B3) e TCam-2 (Fig. 20 C2),

respectivamente. Foi demonstrado também que a adigdo da nevirapina, um inibidor na
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transcriptase reversa, reduziu o percentual de células positivas em todos os grupos (Fig. 20
A3, A4, B3, B4 e C2,C3).

Neste contexto, a integragdo do genoma HIV foi avaliada pela infeccdo das células
TCam-2 com um VSV nio replicativo na presenca e auséncia de inibidor de integragao viral,
o raltegravir. Foi ainda observada reducdo do sinal GFP (de 45% para 8%) quando o

raltegravir foi adicionado (Fig. 20 C2 e C4).

Figura 20 - Resultados das analises de citometria de fluxo das células Jurkat, PBMC e
TCam-2 apo6s infec¢do com o pseudovirus VSV, 3 dias apds a infecgao
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Fonte: Elaborado pela autora.

Legenda: O percentual de células GFP+ foi reduzido na presenga de nevirapina (Jurkat, A3, A4; PBMC, B3, B4
e TCam-2, C2, C3), bem como na presenga ou auséncia do raltegravir (TCam-2, C2,C4).

5.4.2 Transcrigao reversa do HIV-1 em células TCam-2

A avaliagdo quantitativa de DNA viral pelo PCR mostrou que o pseudovirus com
envelope VSV propiciou resultados positivos de infec¢do nas células Jurkat e PBMC, bem
como nas células TCam-2, e a diminui¢ao de pelo menos um Log foi observado nas células
tratadas com a nevirapina (Fig. 21). Observou-se ainda que a quantidade de DNA viral

detectado nas diferentes linhagens celulares estava correlacionada com o percentual de células
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Figura 21 - PCR quantitativo para deteccdo de DNA viral em células da linhagem
TCam-2, na presenca e auséncia da nevirapina, no dia 1 apés infec¢io (VSV-G)
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OVSV-G HIV + @RT (nevirapine)

Tcam-2

Fonte: Elaborado pela autora.

Legenda: A transcrigdo reversa foi inibida na presenga da nevirapina.

Comparando-se as infec¢des das células permissivas (Jurkat e PBMC) com as cepas

virais de HIV foram observados resultados positivos para todas as cepas utilizadas, quais

sejam SF162, IlIb, JR-CSF e Bal no PCR quantitativo. De maneira semelhante, o uso da

nevirapina diminuiu a quantidade de DNA viral na ordem de uma unidade logaritmica. A

infeccdo das células TCam-2 ndo mostrou resultados positivos (nenhuma diferenga com ou

sem nevirapina) para as cepas SF162, IlIb e Bal. Utilizando-se a cepa JR-CSF, foi notada

diminui¢dao da quantidade de DNA viral apds 2 dias de infecgdo com o uso da nevirapina, o

que sugere que a cepa JR-CSF poderia infectar as células TCam-2 (Fig. 22).
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Figura 22 - PCR quantitativo para deteccdo de DNA viral em células da linhagem
TCam-2, na presenca e auséncia da nevirapina, nos periodos 24-72 horas apés infeccio
(HIV-JR-CSF)
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Fonte: Elaborado pela autora.
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Legenda: A transcrigdo reversa foi inibida na presenga da nevirapina.

5.5. Efeitos da Cloroquina em células Tcam-2 infectadas com HIV (JR-CSF) e VSV-G

Apbs exposi¢do a cloroquina por 4 horas, nos periodos 24-72h apés infecgdo com
HIV-JR-CSF (A) e 24h apos infeccdo horas com VSV-G (B), foi possivel detectar, através de
PCR quantitativo, DNA viral em células da linhagem TCam-2, na presenca e auséncia da

nevirapina. A transcric¢do reversa foi inibida na presenga da nevirapina (Fig. 23).

Figura 23 - PCR quantitativo para detec¢io de DNA viral em células da linhagem
TCam-2, na presenca e auséncia da nevirapina, apos exposicdo a cloroquina (4h), nos
periodos 24-72 horas apds infeccio (HIV-JR-CSF, A) e 24 apos infec¢do horas
(VSV-G, B)
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Fonte: Elaborado pela autora.

5.6 Detec¢do da p24 em células TCam-2 infectadas com o virus HIV-1

Através da imunocitoquimica e analise das imagens obtidas no microscopio confocal,
foi possivel confirmar a internalizagdo das particulas virais pelas células TCam-2. Esta
internalizacao foi confirmada para as cepas HIV-1 Bal, IlIb (Fig. 24), JR-CSF (Fig. 25) e
SF162, ARP1114 (Fig. 26).

Figura 24 - Detecciio do p24 em células TCam-2 infectadas com o virus HIV-1 (I11b),
tripsina 4h pés-infec¢cdo, em laminulas cobertas com poli-L-lisina, onde evidenciou-se
CFSE/FITC, p24/Alexa 594, e nucleo Draq5 corado em azul
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Fonte: Elaborado pela autora.

Legenda: A utilizacdo do escaneamento total seriado, em vista ortogonal tridimensional, permite detectar a
presenca do sinal p24 no interior destas células. Microscopia Confocal, 600x.

Figura 25 - Detecc¢io do p24 em células TCam-2 infectadas com o virus HIV-1 JR-CSF,
tripsina 4h poés-infec¢io, em laminulas cobertas com poli-L-lisina, onde evidenciou-se
CFSE/FITC, p24/Alexa 594, e nucleo Draq5 corado em azul

ORTHOGONAL VIEW
HIV1 JRCSF - |4h p.i.

—— Z projection —
HIV1 JRCSF - 4h p.i.

CFSE p24 Draqg5

Fonte: Elaborado pela autora.

Legenda: A utilizagdo do escaneamento total seriado, em vista ortogonal tridimensional, permite detectar a
presenca do sinal p24 no interior destas células. Microscopia Confocal, 600x.

Figura 26 - Detecciio do p24 em células TCam-2 infectadas com o virus HIV-1 (SF-162 e
ARP-1114), tripsina 4h pés-infeccdo, em laminulas cobertas com poli-L-lisina, onde
evidenciou-se CFSE/FITC, p24/Alexa 594, e nicleo Draq5 corado em azul
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Z projection

.
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Fonte: Elaborado pela autora.

Legenda: A utilizagdo do escaneamento total seriado, em vista ortogonal tridimensional, permite detectar a
presenca do sinal p24 no interior destas células. Microscopia Confocal, 600x.

6 DISCUSSAO E CONCLUSOES

Este estudo teve como objetivo investigar a infeccgao in vitro das células germinativas
testiculares pelo HIV. Assim, estabelecemos culturas de células germinativas humanas de
curto (1 a 3 dias), médio (3 a 12 dias) e longo prazo (13 a 23 dias). Para este fim, foi seguido
o protocolo de cultivo de células de camundongo (Van Pelt ef al, 1996 ; Shinohara et a/, 2003)
adaptado para células testiculares humanas (Sadri-Ardekani et al/, 2011). Entretanto, as
condigdes ideiais para os experimentos de infeccao foram por nés desenvolvidos, uma vez
que ndo ha trabalhos anteriores descrevendo estes procedimentos.

Neste contexto, demonstramos que células testiculares humanas dissociadas podem
reconstruir sua arquitetura original sob condi¢des de cultivo usando-se um meio de cultura
altamente enriquecido para células-tronco (StemPro-Invitrogen). O processo de reconstrucao
aconteceu de forma espontanea. Apds 3 a 4 semanas em cultivo (25 dias pds-orquiectomia)
estas células testiculares formaram agregados alongados. Estas estruturas eram tubulares e
apresentavam lume.

Relatos anteriores (Hadley et al., 1985; Tung and Fritz, 1980, 1987; Tung et al., 1984)
mostraram que células germinativas sdo capazes de se organizar in vitro em corddes celulares
semelhantes a tObulos seminiferos movidos por propriedades celulares intrinsecas.
Recentemente, processo similar foi descrito para camundongos (Yokonishi, 2013; Makela,
2014) e ratos (Reda ef al, 2014) apos cultura de células testiculares dissociadas.

Até o presente momento, este € o primeiro relato descrevendo a formacao de
estruturas cordonais semelhantes a tubulos seminiferos in vitro ap6és cultura de células
testiculares humanas dissociadas.

Como relatado em camundongos (Makela et al, 2014), a formacao de estruturas
cordonais resultou de uma compactagao da rede celular sugerindo um papel ativo de células

peritubulares mioides (PMC) no processo, a0 mesmo tempo que coldnias contendo células
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germinativas pareciam coordenar o processo. Hadley e colaboradores (1985) mostraram que o
cultivo de células de Sertoli de rato em gel formando uma membrana basal induzia a
morfogénese das células em corddes, os quais se pareciam com o 6rgao de origem destas
células e formavam um ambiente propicio a diferenciacdo das células germinativas. O mesmo
experimento sugeriu que a capacidade de formar corddes seria intrinseca as células de Sertoli.
Sofitikis (2005) propds que células de Sertoli seriam indispensaveis para a espermatogénese
in vitro. Estudos subsequentes revelaram que pelo menos um outro tipo celular (a célula
peritubular mioide) seria também imprescindivel para a formacdo de corddes testiculares
funcionais (Ungewitte and Yao, 2013). No presente estudo, foi possivel demonstrar, através
de imunomarcagdo dos agregados celulares cordonais formados in vitro, células
Sox9-positivas localizadas no epitélio. Células positivas para o Sox9 foram também
observadas em tiibulos de camundongo reconstruidos in vitro e em colonias formadas in vitro
(Yokonishi, 2013). Células de Sertoli sdo essenciais para a formagao dos corddes seminiferos
do feto e suporte a espermatogénese no inicio da puberdade. A expressdo do SRY no feto
masculino induz a expressao da SRY related homeobox protein 9 (Sox9) e estimula genes
essenciais para o funcionamento das células de Sertoli. A proliferacdo e diferenciagdo das
células de Sertoli resultam na formacgdo de corddes que envolvem células germinativas. Os
corddes seminiferos, a versdo fetal dos tibulos seminiferos, sdo formados por células
germinativas cercadas por camadas concéntricas de células de Sertoli, membrana basal, e
células peritubulares miodides (Ungewitte & Yao, 2013). Esta mesma constituicdo foi
observada no presente trabalho, nos agregados formados in vitro a partir das células
testiculares dissociadas.

Segundo o modelo proposto por Ungewitte & Yao (2013) para a formacgao dos corddes
celulares, as células peritubulares mioides se organizam em torno das bordas dos corddes e
interagem com as células de Sertoli para produzir as proteinas da matriz extracelular (ECM),
como a laminina, fibronectina e colageno (Hadley et al.,1985; Skinner et al., 1985). Estas
proteinas da ECM formam uma membrana basal que envolve os corddes, resultando na
formagdo de um ambiente propicio para que ocorra a espermatogénese. Desenvolvimento
semelhante foi verificado em nosso experimento, no qual agregados de camadas concéntricas
de células positivas para Sox9 envolviam grupos de células germinativas (VASA+,
MAGEA4+), os quais posteriormente formavam corddes alongados com um lume central.

Células peritubulares mioides contém filamentos de actina que contribuem para a
estrutura e contratilidade celular. A o-SMA ¢ somente expressa apos diferenciagdo

dependente de androgeno durante a puberdade. As células peritubulares podem ser parte do
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nicho espermatogonial, de modo que pode ser imputado a elas um papel no desenvolvimento
testicular e também na espermatogénese (Reuter ef al, 2012). No contexto do presente estudo,
células a-SMA-positivas foram encontradas dispostas ao redor das estruturas tubulares
formadas in vitro apresentando uma localizagao compativel com a das peritubulares mioides.

Nao foram identificadas células de Leydig nas culturas realizadas neste trabalho. O
processo de isolamento das células testiculares por nds utilizado eliminou a grande maioria
destas células. Andlise de citometria de fluxo (dados ndo apresentados) mostrou somente 1%
destas células apds a dissociacdo enzimatica. Embora as células de Leydig sejam importantes
para a manutencdo da espermatogénese in vivo por meio da producao de androgenos, in vitro
sua funcdo foi provavelmente substituida pela suplementagdo hormonal e de fatores de
crescimento adicionados aos meios de cultura.

Até muito recentemente, ndo existiam marcadores bioquimicos que permitissem a
identificacdo inequivoca de células-tronco espermatogoniais (SSCs), células estas que existem
em propor¢ao muito baixa nos testiculos (De Rooij e Russell, 2000). O uso de marcadores
especificos tornou sua identificacdo in vitro possivel (Mahmoud, 2012). A populagdo de
células testiculares humanas que resultou na formacdo de corddes expressava genes
especificos de espermatogonias pré-meioticas, incluindo SSEA-4, THY'1 (CD90), MAGE-A4,
Stra8, GRFA1 (Von Kopylow et al, 2010; Kossack et al., 2013) e também o marcador de
células germinativas DDX4 (VASA, Castrillon ef al, 2000).

O SSEA-4 (Stage-specific embryonic antigen-4) foi recentemente validado como um
marcador de superficie especifico de células germinativas em culturas testiculares primarias
(Zheng et al, 2014). No presente estudo foi possivel demonstrar a presenca de células
positivas para SSEA4 na populagdo inicial de células testiculares dissociadas e também apds
3 semanas de cultivo. MAGE-A4 ¢ um marcador de espermatogonias e de espermatdcitos
primarios em pré-leptoteno. O inicio da segunda divisdo meidtica provavelmente bloqueia a
expressdo do gene MAGE-A4 (Takahashi et al, 1995; Aubry et al., 2001; Wyns et al, 2008).
Em algumas regides do tecido neoformado, a disposicao das células mostrava uma polaridade
nos corddes formados, com células MAGE-A4-positivas localizadas na regiao basal, isoladas
ou formando grupos.

Células VASA-positivas foram observadas durante todo o periodo no qual as culturas
foram mantidas. A marcacdo imunohistoquimica mostrou células testiculares isoladas
formando colonias contendo células germinativas. As células VASA-positivas apresentavam
uma tendéncia a se posicionar na camada mais superior da cultura, repousando em cima de

uma camada de células somaticas. VASA ¢ um marcador de células da linhagem germinativa
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em ambos o0s sexos. Imunomarcagdo para VASA em testiculo humano mostrou que as
espermatogoOnias em contato com a membrana basal exibiam uma intensidade de sinal fraco e
intermedidrio, enquanto espermatdcitos e espermatides exibiam uma forte marcacao
(Castrillon et al, 2000). Acredita-se que o gene VASA ¢ um regulador de tradugdo na
determinagdo e manutengdo das células da linhagem germinativa (Yajima & Wessel, 2011).
VASA em combinagdo com MAGE-A4 marcou, especificamente, espermatogdnias de sagui
(Eildermann et al, 2012).

As culturas foram iniciadas com uma populagdo mista de células, contendo
principalmente células germinativas (70% VASA-positivas, 15% SSEA-4-positivas) e uma
pequena quantidade de células somaticas (4% HLAABCH+; class 1 major histocompatibility
antigen). As células germinativas mais avangadas e espermatozoides foram gradualmente
removidos apds tripsinizacdo e trocas de meio. Consequentemente, a propor¢ao de células
germinativas versus cé¢lulas somadticas se inverteu para 96-98% de células somaticas
HLAABC(+) e 4-2% células germinativas HLAABC(-). As mesmas observacdes foram
citadas por Chikhovskaya e colaboradores (2014). O LIF (Leukemia inhibitory fator) interfere
no crescimento celular inibindo a diferenciagdo, o que poderia, parcialmente, explicar a
auséncia de células mais diferenciadas no tecido formado, pela supressdo da diferenciagao das
espermatogonias. O LIF ¢ produzido na gonada masculina pelas células peritubulares e
promove a sobrevivéncia e a proliferacdo de gondcitos de rato (Kanatsu-Shinohara et al,
2007).

Neste trabalho descrevemos células Stra8-positivas em tecido testicular humano em
cultura pela primeira vez. O gene Stra8 codifica uma proteina citoplasmatica expressada
especificamente na goénada masculina em desenvolvimento durante a embriogénese do
camundongo. Em animais adultos, sua expressdao esta restrita as células pré-meioticas
(Oulad-Abdelghani et al, 1996). Ja foi bem documentado que a meiose € iniciada por inducao
do Stra8 pelo acido retindico nas linhagens germinativas feminina e masculina de vertebrados
superiores € ¢ altamente expresso na fase pré-meidtica das células germinativas nos ovarios e
testiculos (Dong et al, 2013). O gene STRAS ja foi detectado no testiculo humano. Pelo seu
padrdo de expressdo e homologia na sequéncia de aminoéacidos entre camundongo e humano
acredita-se que este gene também tenha papel na espermatogénese humana (Miyamoto et al,
2002). Guan e colaboradores (2009) descobriram que, depois de breve periodo de cultura, a
populagdo de células testiculares adultas Stra8-positivas era capazes de gerar células-tronco
semelhantes as embriondrias. No presente estudo foram observadas células Stra8-positivas

presentes nas colonias no 23°. dia de cultura.
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Tem sido sugerido por varios autores que o uso de Matrigel, ou meios de cultura
contendo soro bovino, sdo fundamentais para induzir a formagdo de estruturas cordonais in
vitro (Ungewitte and Yao, 2013). A laminina, um dos componentes da membrana basal, tem a
capacidade de induzir a formagdo de estruturas em forma de corddo (Hadley et al., 1990;
Tung and Fritz, 1994, Zhang et al, 2014). Em nosso experimento, utilizamos também soro
bovino e placas de cultivo cobertas com laminina, detalhes que podem ter sido importantes na
reorganizacao das células testiculares in vitro.

Através destas analises, demonstramos o rearranjo espontaneo de células somaticas e
germinativas in vitro resultando na formacdo de estruturas alongadas organizadas,
semelhantes a tubulos seminiferos. Mostramos que um sistema de cultura bidimensional de
média complexidade foi adequado para células testiculares adultas isoladas se organizarem e
formarem estruturas semelhantes a corddes testiculares. Embora ainda em seus primoérdios, o
potencial biotecnoldgico desta abordagem ¢ enorme e poderd ser usada, por exemplo, em
procedimentos para a preservagdo e tratamento da fertilidade, modificagdo genética das
células germinativas, estudos da biologia do desenvolvimento gonadal, avaliacao toxicoldga,
entre muitos outros. Acreditamos que melhores condi¢des de cultivo, mas adequadas em
respeito as condigdes fisicas e fisiologicas (temperatura, ambiente enddcrino e paracrino,
arranjos 3D sustentando contato célula-célula) permitam que todo o processo meidtico ocorra
in vitro.

Esta prévia caracterizagdo do desenvolvimento de células testiculares in vitro foi
imprescindivel para a realizacdo e entendimento dos resultados dos experimentos de infec¢ao
pelo virus HIV-1 e pseudo-VSV.

Devido a complexidade do sistema de cultivo de células testiculares, foi utilizada
também a linhagem de células germinativas derivadas de seminoma humano, as células
Tcam-2. Para se estudar a natureza das interacdes entre as células germinativas testiculares e
células Tcam-2 e o HIV, estas células foram analisadas para diferentes etapas da infec¢do:
entrada viral (imunofluorescéncia para anticorpo viral p24), sintese e integracdo de DNA
viral (Q-PCR/deteccao de GFP por FACS), sintese de proteina viral (imunofluorescéncia para
anticorpo viral p24/FACS), produgdo viral (ELISA). Neste sentido, os resultados obtidos
mostraram que o HIV-1 pode entrar nas células Tcam-2. Esta internaliza¢do foi confirmada
pela localizagdo intracelular das particulas p24 ap6s microscopia confocal de células Tcam-2
infectadas tratadas com pronase e foi mais intensa no tempo de 4h do que ap6s 24 horas. O
uso da cloroquina resultou em uma maior detec¢do do sinal p24, por maior reten¢do de

particulas virais nas vesiculas endossomicas. A cloroquina impede a acidificagdo de
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endossomas e lissossomas, causando actimulo de material endocitado. Este efeito foi
observado apds infeccdo com o pseudovirus VSV-G. O efeito obervado na presenca da
cloroquina sugere uma entrada viral mediada por endocitose. Foi também observado aumento
de transcrigdo reversa 24 horas apos o tratamento com a cloroquina. Este efeito podera ser
confirmado em futuros experimentos através do uso de inibidores especificos. Contudo, a
endocitose de virus VSV é um processo rapido, como relatado por Johannsdottir e al (2009),
com tempo médio de 2,5 a 3 minutos. Portanto, a detec¢ao de produtos de retro-transcrigao ja
seria possivel antes de 4 horas de infeccao.

A analise por qPCR com alvo em cDNA viral recém-sintetizado mostrou que o
primeiro passo da transcricdo reversa ndo ocorre espontaneamente apos entrada do HIV. A
transcricdo reversa do HIV em células Tcam-2 ocorre quando a entrada ¢ favorecida por um
pseudovirus VSV-G de amplo tropismo (virus replicativos e ndo replicativos) e apos 24 horas
de exposi¢do a cloroquina.

A integracdo do virus HIV em células Tcam-2 acontece também quando a entrada ¢
favorecida por um pseudovirus VSV-G. Foi detectada a presenca de p24 intracelular no dia 5
pos-infecgdo, através de FACS, e esta presenca era diminuida na presenca do Raltegravir, uma
droga inibidora da integragdo viral. Eventos pds-integracdo foram também observados. Foi
detectado spliced RNA viral usando-se qPCR. Através de ELISA, foi demonstrada a produgao
de particulas virais pelas células Tcam-2, assim como a presenca de particulas virais no
sobrenadante. Nao foi possivel confirmar a re-infec¢ao com os virus produzidos.

A infecgdo célula-célula de células Tcam-2 com o uso de doadores linfocitos Jurkat e
PBMC infectados com o virus VSV HIV-1 Ad8 resultou em pequeno nimero de células GFP
de aspecto compativel com Tcam-2.

Estes resultados, em conjunto, mostram que as células Tcam-2 podem ser infectadas
pelo HIV (cepas R5 e X4) e que esta entrada ¢ mediada por endocitose. Esta infeccdo ndo
seria produtiva. Resultados similares foram observados em células epiteliais renais, nas quais
a infecg¢ao produtiva s6 ocorre apds contato célula-célula (Blasi et al, 2014).

Foi também possivel confirmar a ligacdo do virus HIV-1 (cepas R5 e X4) as celulas
germinativas testiculares. Esta ligacdo envolve receptores de natureza proteica, como
demonstrado pela diminui¢do das particulas ligadas na presenca da protease. Foi confirmado
também o envolvimento dos receptores Heparam sulfato e receptor de manose nesta ligagao.
A ligacdo mediada por estes receptores foi descrita em espermatozoides (Ceballos, 2009;

Cardona-Maya, 2011; Jadhav, 2011; Barbonetti, 2009; Dussaix, 1994).
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Foi também observado o envolvimento da regido Env do genoma do HIV, parte que ¢
responsavel pela sintese da proteina gp41 e gp120 do envoltdrio viral, na ligagdo. Usando-se
pseudovirus HxB2 (Env+) e pseudovirus desprovidos de Env (Env-) foi possivel a observar a
participagdo de Env. O uso do anticorpo anti-gp120 diminui o percentual de células ligadas
em relagdo ao controle.

A pesquisa pela entrada viral em células germinativas testiculares mostrou que este €
um evento raro, (menos que 1% das células), observado apenas com o pseudovirus GFP-vpr.
Nao foi possivel observar a particula p24 internalizada em células VASA+, somente particulas
ligadas a superficie destas células, apos infeccdo com particulas virais livres. Apos infeccao
célula-célula usando-se linfocitos Jurkat e PBMC infectados também foram observados
somente eventos raros. Os eventos posteriores (transcricdo reversa, integragdo) nao foram
observados em células germinativas testiculares.

Culturas de células germinativas congeladas ou células germinativas provenientes de
fragmentos testiculares descongelados foram também utilizadas para experimentos de
infeccdo pelo VSV-GFP. Células somaticas VASA- mostraram crescente expressao GFP a
partir do dia 2 até o dia 5, quando exibiram um maximo de fluorescéncia verde. Nas culturas
foram observadas raras células isoladas VASA+ e também células VASA/GFP no centro de
pequenas colonias. As células VASA+/GFP+ apresentavam morfologia atipica, com sinais de
degeneracao. Esta degeneragdo poderia ser causada pela infeccao, pela proteina fluorescente
verde, ou pelo processo do congelamento/descongelamento. Ainda, o processo de
congelamento/descongelamento per se resultaria no aumento de susceptibilidade destas
células a infecgdo pelo HIV. Portanto, esta hipdtese podera ser objeto de outros estudos no
futuro.

Neste contexto, estes resultados em conjunto sugerem que o HIV-1 (cepas R5 e X4)
pode ser internalizado por células germinativas em cultura, embora este evento seja raro. A
cultura de células germinativas ¢ um sistema complexo e dindmico, e que apresenta um
decréscimo de células germinativas em relagao as células somaticas ao longo do tempo, o que
dificulta a analise a médio e longo prazo. A necessidade desta co-cultura com células
somaticas para a manutengdo das células germinativas impede o uso de PCR ou ELISA para a

deteccao do virus.
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ANEXOS

ANEXO I - Casuistica das amostras obtidas de testiculo e procedimentos realizados

Legenda: procedimento realizado (+) | procedimento ndo realizado (-)

Paciente Data Idade Diagnastico Congelamento Cultura a Descongelamento
fresco
1 GFAD01 27/02/2013 68 Ca prostata + - +
2 NSS002 06/03/2013 71 Ca pristata + - -
3 ACPO03 27/03/2013 54 Ca prostata + + +
4 PM18 06/09/2013 37 Suicidio + + -
5 P158 10/09/2013 Ca prostata + + -
6 P159 30/09/2013 76 Ca prostata + + -
7 P160 01/10/2013 64 Ca pristata + + =
8 P161 22110/2013 44 Ca prostata + + -
9 P162 3110/2013 Ca prostata + + -
10 PM19 3110/2013 25 ANC + + +
11 PM20 11/11/2013 28 Trauma - + -
12 P163 03M12/2013 93 Ca prostata + + =
13 P164 03/M12/2013 85 Ca prostata + + -
14 P165 20/01/2014 88 Ca prostata + + -
15 PM21 13/02/2014 22 ANVP + + -
16 PM22 26/02/2014 65 Transplante + + -
figado
17 PM23 23/03/2014 + - -
18 P167 10/04/2014 89 Ca pristata + - -
19 P168 17/04/2014 69 Ca pristata + - -
20 P169 12/05/2014 66 Orqui?cm_mia + + -
urgéncia
21 PM24 19/6/2014 63 ANC + - -
22 PM25 22/05/2014 45 ANC + + -
23 PM26 24/06/2014 17 afogamento + + -

Fonte: Elaborado pela autora.




ANEXO II — Composicao do meio de cultura para cultivo primario de células

germinativas (estudo separado em duas tabelas)
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Suplementos do meio StemPro para o cultivo de células-tronco espermatogoniais

Reagentes Solucio Solvente Quantidade/ | Concentracio final
estoque 500 ml
Sdlidos: - -
Albumina Bovina - - 25¢g 5 mg/ml
D(+) Glucose - - 3¢g 6 mg/ml
acido Ascérbico - - 8,8 mg 1x 10* M
Transferrina (apo) - - 50 mg 100 pg/ml
Piruvato de sodio - - 15 mg 30 mg/ml
d-Biotina - - 5 mg 10 ug/ml
Liquidos:
2-beta Mercaptoethanol - - 1,7 ul 5x 10° M
DL-4cido latico - - 500 pl 1 ul/ml
MEM-gminoécidos nao - - 5 ml 10 pl/ml
essenciais
Supplemento Stem Pro - - 13 ml 26 ul/ml
Insulina 10 mg/ml - 1,25 ml 25 ug/ml
Selenito de sédio 0,25 mg/ml milliQ 10 pl 30 nM
Putrescina 100 mg/ml milliQ 50 ul 60 uM
L-Glutamina 200 mM - Sml 2 mM
MEM solucdo vitaminas - - 5 ml 10 pl/ml
b-Estradiol 0,6 mg/ml 100% 25 ul 30 ng/ml
EtOH
Progesterona 0,6 mg/ml 100% 50 pl 60 ng/ml
EtOH

Fonte: Elaborado pela autora.
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Suplementos para meio StemPro adicionados no momento de uso

Reagentes Solucio estoque Solvente Quant/ Conc.
50 ml final
Epidermal Growth Factor (EGF)
200 pg/ml 10 mM acetic Sul 20 ng/ml
acid/0,1% BSA
Human basic Fibroblast Growth
Factor (H bFGF) 10 pg/ml PBS/0,1%BSA 50 ul 10 ng/ml
Leukemia Inhibitor Factor (LIF)
10 ug/ml PBS/0,1%BSA 50 ul 10 ng/ml
Glial Cell Line-Derived
Neurotrophic Factor (GDNF) 10 pg/ml PBS/0,1% BSA 50 ul 10 ng/ml
Fetal Calf Serum European
(FCS) - - 0,5 ml 1%
Penicilina/Estreptomicina
(Pen/Strep) - - 0,25 ml 0,5%

Fonte: Elaborado pela autora.



