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RESUMO

O processo de odontogénese ¢ guiado por uma cascata de sinalizag¢do na qual inumeras molé-
culas, como os fatores de crescimento fibroblastico 2, 3 e 4 (FGF2, FGF3 e FGF4), garantem
o desenvolvimento dos grupos dentarios. A maioria dos dados sobre a odontogénese advém
de roedores, que ndo possuem todos os grupos dentarios. O gambé Didelphis albiventris ¢ um
mamifero marsupial com denti¢do mais proxima a humana. Além disso, a odontogénese nesta
espécie ocorre nos neonatos ja no marsupio, facilitando o acesso e a coleta de amostras para o
estudo da formagdo dos dentes. O objetivo deste estudo foi determinar o padrao de expressao
de FGF2, FGF3 e FGF4 durante a odontogénese de D. albiventris. Para isso, neonatos de D.
albiventris foram coletados e processados para seguintes analises: (1) histoldgica, para carac-
terizar morfologicamente a odontogénese de molares de D. albiventris; (2) de imunolocaliza-
¢do, para caracterizar o padrao de expressdao de FGF2, FGF3 e FGF4 durante a odontogénese
nesta espécie de gamba; e (3) de expressdao génica, para clonar e sequenciar essas moléculas
de interesse no gamb4, além de permitir a caracterizacdo do padrdo de expressdo dos RNAm
para FGFs, por hibridizagdo in sifu. A analise histologica foi realizada por coloragdo HE; e a
imunolocalizacdo dos FGFs foi realizada por imunoperoxidase indireta. Para a analise de ex-
pressao génica, oligonucleotideos foram construidos com base na sequéncia conhecida de
Monodelphis domestica, o marsupial mais proximo com genoma sequenciado. Oligos foram
desenhados para amplificar fragmentos de FGF3 e FGF4 (uma vez que FGF2 ja havia sido
sequenciado anteriormente). A sonda de RNA antisenso foi sintetizada in vitro, com marcagao
para digoxigenina. A analise histologica das fases da odontogénese mostrou que o gamba D.
albiventris possui as mesmas estruturas presentes em roedores, nos mesmos estdgios da odon-
togénese, além de apresentar uma lamina dentédria secundéria vestigial. A imunohistoquimica
permitiu a observagao de FGF2, FGF3 e FGF4 em um maior numero de estruturas dentdrias
em relacdo a literatura referente a roedores, sugerindo um papel mais amplo dessas moléculas
no gamba. Nao foi possivel amplificar FGF3 de D. albiventris, sugerindo diferencas nas se-
quéncias entre as espécies de gambas. O fragmento de FGF4 foi clonado e sequenciado. O
clone também serviu como molde para a sintese da sonda de RNA antisenso, utilizada na hi-
bridizacao in situ. O padrao de expressao indicou a presenca de FGF4 no germe dentario,
tecido conjuntivo, musculatura esquelética, cartilagem, epitélio, figado e tecido nervoso. O
conhecimento da sinaliza¢do que determina a odontogénese em um modelo animal com denti-

¢do completa pode contribuir para o desenvolvimento de terapias para a reposi¢do de dentes



perdidos. Este estudo ainda representa mais um passo no conhecimento dessa espécie de

gamba e na sua implementagdo para estudos em Biologia do Desenvolvimento.



ABSTRACT

Odontogenesis is guided by a complex signaling cascade in which several molecules, includ-
ing the fibroblastic growth factors 2, 3 and 4 (FGF2, FGF3 and FGF4), ensure dental groups
development and specificity. Most of the data on odontogenesis derives from rodents, which
does not have all dental groups. Didelphis albiventris is a marsupial mammal with the closest
dentition to humans. Besides, odontogenesis in this species occurs when the newborns are
already in the pouch, favouring samples harvesting for the study of tooth development. This
study aimed to determinate the expression pattern of FGF2, FGF3 and FGF4 during the D.
albiventris odontogenesis. For this, D. albiventris newborns were harvested and processed for
the following analysis: (1) histological, to allow the morphological characterization of the D.
albiventris molars odontogenesis; (2) immunolozalization, to establish FGF2, FGF3, and
FGF4 expression pattern during odontogenesis; and (3) of gene expression, to allow the clon-
ing and sequencing of these molecules in this opossum species, providing tools for the local-
temporal characterization of the FGFs mRNA expression patterns, by in situ hybridization.
Histological analysis was performed using HE; and FGFs immunolocalization was performed
by indirect immunoperoxidase. For gene expression analysis, oligos were obtained based on
sequences available for Monodelphis domestica, the closest marsupial with genome se-
quenced. Oligos were obtained to amplify D. albiventris FGF3 and FGF4 (as FGF2 was
cloned and sequenced before). Antisense RNA probe were in vitro synthesized, using di-
goxigenin for labelling. Histological analysis of the odontogenesis stages showed similarity of
dental structures between D. albiventris and rodents, at the same odontogenesis stages, in ad-
dition to the presence of a vestigial secondary dental lamina in opossum. Immunolocalization
allowed the observation of FGF2, FGF3 and FGF4 in a larger number of dental structures
than related data for rodents, suggesting broader functions for these molecules in this opos-
sum species. It was not possible to amplify D. albiventris FGF3, suggesting differences in the
sequence level between these two opossum species. A FGF4 fragment was cloned and se-
quenced. This clone was also used to allow the synthesis of an antisense RNA probe, for in
situ hybridization. FGF4 trancripts were detected in the dental germ, connective tissue, skele-
tal muscle, cartilage, epithelium, liver, and nervous tissue. The knowledge of the signaling
that determinates odontogenesis in an animal model with complete dentition may contribute

to the development of therapies for the replacement of lost teeth. The present study represents



one step further in knowing this opossum species and in its implementation for Developmen-

tal Biology studies.



SUMARIO

1= INTRODUGAO ...t 1
2- REVISAO BIBLIOGRAFICA ......coviuiiirieireiisseiesieesisessseessssssssssse s sesssses 3
2.1- O processo de formagao do dente ...........cocuevieviiriiriiiiiniieece et 3

2.1.1- Lamina dentaria e lAming VeStiDULAT .................ccceeeeeveieciaiieeiiieeie e 3

2.1.2- FASE A BOAO ...ttt e e aee s aee s aae e save e e aaeeenaneean 5

2.1.3- FASE AE CAPUZ ...ttt 6

2.1.4- Fase de CaAMPANULIGA ..............c..oeeeueeeeieeeeiieeeiee et et e eite e aee s aee e saee e saeeesaeeenaseeans 7
2.2- O papel da familia FGF na odontogenese..........cccueervieeriieeiiieeiieeeiieeeiee e esveeevee s 9

22,1 FGE2 oottt ettt ettt sttt ettt et et eeaeenae s 11

2.2.2- FGE3 ettt ettt ettt ettt ettt et entennee e 12

2.2.3- FGF oottt et es 123
2.3- Modelos animais no estudo da 0doNtOZENESE.......c.eevueeeiierieeiieriieereeere e ereeiee e e 155
3= OBIETIVOS .ttt sttt et sttt et s ettt e st e bt eneesneenaeas 211
3.1- ODJELIVO OTAL...ccuiiieiiieiiecie ettt ettt ettt et e e bt e esbeeteessbeesseeesbeesaeenseenseanenas 211
3.2- ODJCtiVOS ESPECITICOS teouvrieiiieiiiiiiieiieeieeete et ste et e siteeteesteeebeestaessbeeseeesseenseesnseensaeennas 211
4- MATERIAIS E METODOS .....oovvtmiitmeiieiseeiseessssesesisssesessssessssessssssssssesssesssesenns 222
4.1- Coleta de amostras de neonatos de D. @lDiVenIris ...........ccoeeevereenceeneeienienieeeseeaen. 2222
4.2- Inclusao € cortes hiStOIOZICOS ....ccuvieruiiiiieiiiieiieiie ettt ettt e s sreeenve e s e 255
4.3- MEtodo hiStOIOZICO ....vvieeiieiiieiiieiie ettt ettt et e e e et eeabeebeesaseensaesnseenns 266
4.4- Método IMunohiStOQUIMICO.......ceiuiiieiieiciieeciie ettt e e eae e e aaeeeaaeeenneas 266
4.5- Clonagem e sequenciamento de FGF3 e FGF4 de D. albiventris............ccccccoeeeeueeennn... 311
4.6- Sintese da sonda de RNA antisenso e hibridizagao 71 Situ .........cccoeveeeecveeeeeccreeeeeennen.. 344
4.7- Microscopia € DOCUMENLAGAO .........ueeeiieeeiieeeiieeeieeeeieeeeieeesteeeeaeeesaeeessseeennseeesseeennnas 366
5- RESULTADOS. ...ttt ettt ettt sttt s e eaeesaesseesseeseesseenseensenseennens 377
5.1- Anélise da morfologia macroscopica dos neonatos em diferentes idades....................... 377
5.2- Caracterizaga@0o hiStOlOZICA .......couiriiiriiiiiiiiiect e 399

5.3- IMUNONISEOQUIMICA ...eeueiieiiieeiiieiie ettt ettt ettt e et essee et esateenbeeseeas 433



5.3 I-FGE2 oottt 433

5.3.2- FGE3 ettt ettt ettt e et neenaeenaenes 477
B 2 € L TSP RRPRS 511
5.4- Clonagem e sequenciamento de FGF3 e FGF4 de D. albiventris...............coceeevuveeennnnn. 555
54 1= FGE3 @ FGE4 oottt ettt 555
5.4.2- Desenho dos pares de oligonucleotideos....................cccueeeeeeecvueencieeesiieeeiieeennnnn 555
54 3= RT-PC Rttt ettt sttt et ettt et e bt st es 588
5.4.4- RT-PCR para FGEF3 € FGF4 ..ottt 599
5.4.5- Clonagem dos insertos amplificados .................ccoovveecieviiniiiniieniienieeie e, 60
5.4.6- Sequenciamento de anadlise das SEQUENCIAS...............cccuevueeceeeiieniianiieeieeeieeeeen, 60
5.5- HIDIIAIZAGAO 17 SITU ...t et e e e 622
6= DISCUSSAD ...ttt 733
6.1- Morfologia dentaria de D. albiventris comparada com outros mamiferos..................... 744
6.2- Padrao de expressdo de marcadores da 0dOntogENESse.........cevveeruveeieeneeeniienieeieeeeeenne 777
0.2.1- FGF2 .ottt ettt ettt ettt et 777
0.2.2- FGF3 oottt ettt ettt a et et e st enae e st e e st enteenteeneenseenaenneenneas 788
0.2.3= FGF4 ..ottt ettt ettt ettt et e e ae et et te e teena e neenbeentenes 80
6.3- Sobreposicao da expressao de FGF2, FGF3 e FGF4 na odontogénse do gamba. ........... 822

6.4- Resumo da comparagdo entre os sitios de expressao de FGF2, FGF3 e FGF4 na

odontogénese de modelos animais diferentes. ..........ceecueerieeiiienieeiiienie e 833
6.5- Clonagem e sequenciamento de FGF4 de D. albiventris ............ccccccueeveeeceeneencenenneennn. 866
6.6- Padrao de expressdao de FGF4 durante o desenvolvimento de D. albiventris ................ 877

6.6.1- Padrdo de expressdao de FGF4 no tronco de neonatos do gamba D. albiventris. 877

6.6.2- Padrdo de expressdao de FGF4 nos germes dentadrios de neonatos do gamba D.
AIDIVEIIEIIS ...ttt sttt et a ettt et e as 888

6.6.3- Comparagdo da localiza¢do de transcritos e proteina de FGF4 durante o

AeSenVOIVIMENIO dE D). AIDIVEIILIIS ....ueeeeeeeeeeeeeeee e eeeeeeeeeeeeeeeeeeneneeenes 899
T CONCLUSAO ..ottt ettt ettt ettt eeeaese et eeeeeaeeeeeseeenene 90
8- REFERENCIAS ...ttt ee et ee et e e e e et e e eeeeee s e eeeeesesseeeeees 922
O ANE XS ottt ettt et e e ettt ————————atttar—————_ 110
0.1 ANIEXO Lo a——— 110

0. 27 ATIEXO 2 oottt ettt —————t et ettt ——————eett et ————————ttta—————_ 110



1- INTRODUCAO

A importancia dos dentes para os seres humanos, em relagdo a saude, nutricao e estéti-
ca justifica o grande interesse cientifico por sua origem evolutiva e pelos processos relaciona-
dos a sua formagdo. A perda dentaria e de tecidos periodontais devido a processos congénitos,
traumaticos e infecciosos ainda ¢ um problema odontolégico de alta prevaléncia na populacao
brasileira. Segundo dados de 2012 da Organizagdo Mundial da Satide (OMS), a doenga perio-
dontal grave, a qual resulta em perda de dentes, ¢ encontrada em 15-20% dos adultos de 35 a
44 anos de idade. Cerca de 30% das pessoas de 65 a 74 anos ndo possuem dentes naturais
(OMS, 2012). H4, ainda, os problemas decorrentes de agenesia dentaria, uma doenca heredita-
ria que afeta até¢ 20% da populagdo mundial (Kapadia et al., 2007). A expressao incorreta de
alguns genes que codificam para moléculas sinalizadoras, fatores de transcri¢ao e fatores con-
troladores da proliferagdo e diferenciacdo celular tem sido associada com o desenvolvimento
dentario incorreto, podendo inclusive contribuir para a agenesia dentaria (Celikoglu et al.,
2010; Thesleft, 2003; Vieira et al., 2013). A saude oral é uma condi¢do de auséncia de dor
facial e bucal, cancer oral e de garganta, infecgdes e feridas orais, doenga periodontal, perda
do dente, e outras doengas e desordens que limitam a capacidade individual em morder, mas-

tigar, sorrir e falar (Kapadia et al., 2007).

A compreensdo do processo de formagao do dente, a odontogénese, ¢ o primeiro passo
para buscar solugdes para os diversos problemas que acometem o 6rgao. Durante o inicio da
formac¢do do dente, o ectoderma se espessa e forma um placdide que prolifera em dire¢do ao
ectomesénquima subjacente, derivado da crista neural. O epitélio sinaliza para o ectomesén-
quima, o qual condensa ao redor do broto epitelial. Na morfogénese subsequente, chamado
estagio de capuz, o epitélio dobra e cresce para envolver a condensagdo ectomesenquimal a
sua frente. Uma vez isolada do restante do ectomesénquima, essa condensacdo envolta por
epitélio passa a constituir a papila dentaria. A forma final da coroa do dente se torna definida
durante o estagio de campanula, quando células de formacdo dos tecidos duros do dente,
odontoblastos e ameloblastos, diferenciam na interface do epitélio e ectomesénquima e depo-

sitam matrizes de dentina e esmalte, respectivamente (Kettunen et al., 2000; Thesleff, 2003).

Neste sentido, dados sobre o desenvolvimento dentario de vertebrados demonstraram
que as vias de sinalizagdo induzidas pelos membros da familia de Fatores de Crescimento

Fibroblasticos (FGF) estdo envolvidas em véarios eventos de sinalizagdo e, por isso, representa



um ponto favoravel de investigagao de mecanismos genéticos conservados do desenvolvimen-

to dentario em novos modelos bioldgicos (Torres et al., 2006).

Assim, um maior entendimento da odontogénese em modelos com denticdo completa
podera contribuir, futuramente, para o desenvolvimento de terapias génica e celular a serem
testadas em casos de agenesia dentdria e perdas patologicas de tecidos dentais e periodontais
humanos. A denticdo marsupial tem recebido atengdo como um modelo potencial para estu-
dos genético-moleculares do desenvolvimento dentario (Jernvall, 1995; Smith, 2006). Muitas
espécies de gambdas (como Monodelphis domestica, Didelphis virginiana e Didelphis marsu-
pialis) tem sido utilizadas em laboratdrios, abrindo um vasto campo para o estudo e o conhe-
cimento dos habitos, doengas, dieta e biologia reprodutiva desses animais, a qual ¢ diferente
de outros mamiferos (Malta & Luppi, 2007; Bertassoli et al., 2013). Considerando esse mode-
lo animal, torna-se evidente a importancia do conhecimento dos fatores de crescimento, como
os FGFs, envolvidos também na cascata de sinalizacao para o desenvolvimento de outros or-
gdos e tecidos, o que pode contribuir para posteriores pesquisas na adrea da Medicina e Biolo-
gia do Desenvolvimento, especialmente para a compreensdo dos processos de agenesias e

malformagdes congénitas.

Portanto, o presente estudo teve como objetivo analisar o padrao de expressdo de
FGF2, FGF3 e FGF4 durante a odontogénese, utilizando D. albiventris como modelo animal,
a fim de promover uma caracterizagdo espaco-temporal dessas moléculas sinalizadoras envol-

vidas na interagdo epitélio-mesenquimal que regula os estagios da odontogénese.



2- REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1- O processo de formaciao do dente

O processo de desenvolvimento do dente ¢ denominado odontogénese. Esse processo
inicia-se como resultado da interagdo entre o epitélio oral e o ectomesénquima subjacente,
originando a banda epitelial primaria e, a seguir, a ldmina dentéria. Os germes dentérios pas-
sam pelas fases de botdo, capuz, campanula, coroa e raiz (Katchburian & Arana, 2012; Fleis-

chmannova et al., 2008).

Durante a iniciagdo do dente, o ectoderma espessa e forma um placéide que brota para
o ectomesénquima subjacente, tecido formado pela associagdo de células mesenquimais as
c¢lulas da crista neural, estas tltimas de origem ectodérmica (Imai et al., 1996; Kontges &
Lumsden, 1996). O epitélio sinaliza para o ectomesénquima, o qual condensa ao redor do bro-
to epitelial. Durante a morfogénese subsequente, o epitélio dobra e cresce para cercar o ecto-
mesénquima da papila dentdria (estagio de capuz). A forma final da coroa do dente se torna
constante durante o estdgio de campanula, quando células de formagao de tecido duro do den-
te (odontoblastos e ameloblastos) se diferenciam na interface do epitélio e ectomesénquima, e

depositam matrizes de dentina e esmalte, respectivamente (Thesleff, 2003).
2.1.1- Lamina dentaria e lamina vestibular

No embrido de vertebrados, a cavidade oral primitiva é revestida por um epitélio de
duas a trés camadas de células, que recobre um tecido que estad sendo ocupado por uma popu-
lagdo de células de origem ectodérmica geradas nas cristas neurais. Essas células migram e
chegam até as regides do futuro cranio e da face, onde ocorre a diferenciagdo em ectomesén-

quima (Katchburian & Arana, 2012).

O epitélio oral primitivo se prolifera, invadindo o ectomesénquima subjacente e for-
mando uma banda epitelial continua — a banda epitelial primaria (Lumsden, 1988; Ten Cate,
1995; Katchburian & Arana, 2012; Chai et al., 2000; Stock, 2001; Figura 1). Esse processo ¢
modulado por vérios fatores de crescimento, como BMP, FGF, SHH, WNT, TNF e activina
(Thesleft, 2003; Thesleff & Mikkola, 2002; Zhang et al., 2005). O primeiro sinal morfologico
do desenvolvimento dentario de mamiferos ¢ o espessamento do epitélio oral para formar a

lamina dentaria (Butler, 1956; Ruch, 1995; Jernvall, 1995, Stock, 2001).



FIGURA 1. Aspecto histologico da banda epitelial primaria. 1 = epitélio oral; 2 = ectomesénquima; 3

= banda epitelial primaria. Adaptado de Katchburian & Arana, 2012.

Ocorrem interacdes entre epitélio e ectomesénquima e forma-se uma bifurcagdo na
banda epitelial primaria, originando a lamina vestibular e a lamina dentéria (Katchburian &
Arana, 2012; Figuras 2 e 3). O brotamento da ldmina dentdria marca a mudanga do potencial

indutivo do epitélio do dente para o mesénquima (Mina & Kollar, 1987).
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FIGURA 2. Esquema representativo e aspecto histologico da lamina vestibular e dentaria. A) Forma-
¢do de laminas vestibular e dentaria a partir da banda epitelial primaria. 1 = banda epitelial primaria; 2
= lamina vestibular; 3 = lamina dentaria; 4 = regido em degeneragdo; 5 = sulco vestibular. B) Forma-
¢do do sulco vestibular. 1 = sulco vestibular; 2 = epitélio oral; 3 = lamina vestibular. Adaptado de

Katchburian & Arana, 2012.



FIGURA 3. Aspecto histologico da lamina dentaria. 1 = epitélio oral; 2 = lamina dentaria; 3 = ecto-

mesénquima. Adaptado de Katchburian & Arana, 2012.

2.1.2- Fase de Botdo

A lamina dentéria apresenta, em alguns locais, atividades mitdticas diferenciadas
(Katchburian & Arana, 2012). A estrutura epitelial invagina para o ectomesénquima subjacen-
te para formar um botdo. Células ectomesenquimais condensam ao redor do botdo, futuramen-
te originando a papila dentéria (Lumsden, 1988; Ten Cate, 1995; Katchburian & Arana, 2012;
Chai et al., 2000; Stock, 2001; Figura 4).

FIGURA 4. Aspecto histologico da condensac@o do ectomesénquima em torno do botdo. 1 = epitélio

oral; 2 = botdo; 3 = condensacdo do ectomesénquima. Adaptado de Katchburian & Arana, 2012.



2.1.3- Fase de Capuz

Com a continuagao da proliferacdo epitelial, o botdo apresenta um crescimento desi-
gual, adotando forma semelhante a um capuz. No centro de sua parte mais profunda, o capuz
epitelial apresenta uma concavidade, sob a qual ¢ observada uma maior concentragdo de célu-
las ectomesenquimais, em relagao ao observado no estagio de botdo (Katchburian & Arana,

2012; Figura 5).

FIGURA 5. A) Aspecto histologico e esquema mostrando o inicio de fase de capuz em que se observa
uma depressao central. 1 = capuz inicial; 2 = ectomesénquima condensado; 3 = depressdo. B) Progres-
sao da fase de botdo para a fase de capuz. 1 = epitélio oral; 2 = botdo; 3 = ectomesénquima condensa-

do. Adaptado de Katchburian & Arana, 2012.

O dobramento do componente epitelial da origem ao 6érgao do esmalte (composto pelo
epitélio dentario interno, epitélio dentario externo, reticulo estrelado e estrato intermediario) e
a forma da jun¢do do 6rgdo do esmalte e a papila dentaria espelham a forma da coroa do dente
final (Butler, 1956; Stock, 2001). Observam-se varios componentes no germe dentario (Figu-
ra 6). A porcdo epitelial — 6rgdo do esmalte — apresenta varias regides distintas e € responsa-
vel pela formagdao do esmalte dentario. As células localizadas na concavidade adjacente a
condensagdo ectomesenquimal constituem o epitélio interno do 6rgdo do esmalte. J4 as locali-
zadas na face externa do capuz epitelial em contato com as células do foliculo constituem o
epitélio externo do 6rgdo do esmalte. As células da regido central do 6érgao do esmalte, entre o

epitélio interno e o externo, adotam formato estrelado, com varios prolongamentos e, por isso,



a por¢ao central do 6rgao dentario ¢ chamada de reticulo estrelado (Katchburian & Arana,

2012).

O ectomesénquima mais condensado passa a ser denominado papila dentaria, respon-
savel pela formagao da dentina e da polpa. O ectomesénquima que rodeia tanto o 6rgdo do
esmalte quanto a papila dentdria sofre uma condensacdo de maneira que suas células se ali-
nham em torno do germe em desenvolvimento, formando uma cépsula — foliculo ou saco den-
tario — que ¢ responsavel pela formagdo do cemento, do ligamento periodontal e do osso alve-
olar. A nutricdo da porgdo epitelial do germe dentario provém da vascularidade do foliculo

(Katchburian & Arana, 2012).

FIGURA 6. Aspecto histologico de germe dentario em fase de capuz 1 = epitélio oral; 2 = lamina
dentaria; 3 = epitélio externo; 4 = reticulo estrelado; 5 = epitélio interno; 6 = papila dentaria; 7 = foli-

culo dentario. Adaptado de Katchburian & Arana, 2012.

2.1.4- Fase de Campdnula

Nesta fase, ha reducdo da proliferacao das células epiteliais e do crescimento do 6rgao
do esmalte. A parte epitelial do germe dentério apresenta aspecto de sino, com sua concavida-
de mais acentuada e margens mais aprofundadas (Figura 7). Tanto no 6rgao do esmalte quan-
to nas células ectomesenquimais, ocorre a diferenciacdo das diversas células do germe denté-
rio. Por isso, essa fase também ¢ conhecida por fase de morfo- ou histodiferenciagao (Katch-

burian & Arana, 2012).

O reticulo estrelado continua a crescer em volume. A membrana basal rodeia o érgao

do esmalte no seu contorno total, separando as células do epitélio externo e do interno do 6r-



gdo do esmalte, do foliculo e da papila, respectivamente. O foliculo dentdrio comega a envol-
ver o germe dentdrio na sua totalidade. A por¢do da lamina dentéria entre o 6rgao do esmalte
e o epitélio bucal se desintegra. O dente em desenvolvimento separa-se do epitélio oral

(Katchburian & Arana, 2012).

Uma massa de células dispostas concentricamente e agrupadas compactamente apare-
ce no interior do 6rgdo do esmalte: o nd do esmalte. As células nesse n6 expressam conjuntos
de moléculas-chave, e, como tal, tem sido proposto como centro sinalizador que direciona a
morfogénese do dente e a formagdo da cuspide do dente (Jernvall et al., 1994; Mandler &
Neubiiser, 2001; Liu et al., 2014), pelo controle do crescimento diferencial ¢ dobramento do
epitélio (Jernvall & Thesleff, 2000). O n6é do esmalte ¢ uma estrutura transiente que desapare-
ce por apoptose, apos a qual, em dentes com varias cuspides (como molares de camundongos)
novos nos de esmalte se formam nos lugares das futuras pontas de cuspides (Jernvall et al.,
1994). O primeiro né do esmalte e os nds de esmalte formados posteriormente sao chamados,
respectivamente, de no6s do esmalte primario e secundario (Jernvall et al., 1994). O n6 do es-
malte secundario € ndo-proliferativo e ¢ removido por apoptose (Vaahtokari et al., 1996; Coin
et al., 1999) e ¢ o primeiro sinal de padrdo de ctspide espécie-especifico (Jernvall & Thesleft,

2000).

As células do epitélio interno se transformam em pré-ameloblastos. Na papila dentaria
adjacente, as células ectomesenquimais voltadas para a membrana basal, sob influéncia dos
pré-ameloblastos, param de se dividir, aumentam de tamanho e come¢am sua diferenciagdo
em odontoblastos, passando a secretar a primeira camada de matriz de dentina — a dentina do
manto. A presenga da matriz dentindria e contatos entre odontoblastos e pré-ameloblastos
desencadeiam a diferenciacdo final destes em ameloblastos, os quais sintetizam e secretam a
matriz do esmalte jovem do dente (Thesleff & Hurmerinta, 1981; Katchburian & Arana,

2012).



FIGURA 7. Aspecto histologico de germe dentario em fase de campanula. 1 = estrato intermediario; 2
= epitélio externo; 3 = reticulo estrelado; 4 = foliculo dentario; 5 = epitélio interno; 6 = papila denta-

ria; 7 = alga cervical do 6rgdo do esmalte. Adaptado de Katchburian & Arana, 2012.

2.2- O papel da familia FGF na odontogénese

A odontogénese ¢ determinada por uma cascata de sinaliza¢ao que se estabelece entre
o epitélio oral e o ectomesénquima subjacente, dita interacao epitélio-mesenquimal (Satokata
& Maas, 1994; Thesleff & Nieminen, 1996; Peters et al., 1998; Bei et al., 2000; Thesleff,
2003). Inumeras moléculas participam desse processo, no qual fatores de crescimento e mor-
fogenos difusiveis, receptores, sinalizadores intracelulares e fatores de transcri¢ao sdo ativa-

dos no momento e local apropriados, garantindo o desenvolvimento dos grupos dentarios.

A expressao de cerca de 300 genes tem sido mapeada e contribuido para o entendi-
mento do desenvolvimento dentario (Landin et al., 2012). No desenvolvimento de dente em
mamiferos, no estagio de botdo, em resposta a sinais indutivos epiteliais, o mesénquima den-
tario comega a expressar genes que codificam moléculas de sinalizag¢do, incluindo proteinas
morfogenéticas do osso (BMP4), fatores de crescimento fibroblasticos (FGF3), activina-BA,
sonic hedgehog (SHH) e Wnt5a (Zhang et al., 2005). FGF8, FGF9, BMP4 ¢ BMP2 sdo ex-
pressos pelo epitélio odontogénico durante a fase inicial do desenvolvimento dentario (Chen
et al., 1996; Bei & Maas, 1998; Mandler & Neubiiser, 2001). Essas moléculas sdo responsa-
veis pela inducdo da expressdo de genes nas células ectomesenquimais subjacentes, incluindo
os que codificam para fatores de transcri¢do, como Pax9, Msx1 e Lefl, e para uma cascata de

fatores de crescimento, abrangendo os fatores de crescimento fibroblasticos, como FGF2,



FGF3 e FGF4, os quais serdo expressos em fases subsequentes do desenvolvimento dentario.
Todos esses fatores estdo envolvidos na interagdo epitélio-mesenquimal que regula a odonto-
génese (Satokata & Maas, 1994; Thesleff & Nieminen, 1996; Peters et al., 1998; Bei et. al.,
2000).

Membros das familias de sinalizadores SHH, BMP e Wnt, expressos no epitélio denta-
rio espessado, tem sido associados como indutores de expressdo de um grande niimero de
fatores de transcri¢do no nucleo das células ectomesenquimais adjacentes, incluindo Dlx1,
DIx2, Gli2, Gli3, Pax9, MsxI. A inativagao de alguns desses fatores de transcri¢do em ca-
mundongos causam uma detengao nos estagios de espessamento epitelial ou botdo do desen-
volvimento dentério (Bei & Maas, 1998; Peters & Balling, 1999; Tucker & Sharpe, 1999;
Jernvall & Thesleff, 2000; Stock, 2001). A inativacdo do gene FGF8§ no epitélio mandibular
resulta na auséncia de molares e de expressao de Pax9, mas incisivos rudimentares (e seu do-

minio de expressao de Pax9) estdo presentes (Trumpp et al., 1999).

A familia dos FGFs representa um grupo de fatores de crescimento polipeptidicos en-
contrados em uma grande variedade de organismos multicelulares, incluindo invertebrados, e
que desencadeiam seus efeitos via ativacao de receptores tirosinoquinases — FGFRs. FGFs sao
polipeptideos com sitios de ligagdo para glicosaminoglicanos &cidos, incluindo heparina e
sulfato de heparana (Chang et al., 2000; Ornitz, 2000; Yayon et al., 1991). Na presenca de
sulfato de heparana, FGFs estabilizam a ligacdo aos FGFRs, conduzindo a formagao de dime-
ros 2:2:2 FGF-FGFR-sulfato de heparana (Mohammadi et al., 2005). A nomenclatura da fa-
milia de FGFs descreve 23 membros, apesar de haver apenas 18 ligantes de FGFR (Turner &
Grose, 2010). A maioria dos FGFs medeiam respostas bioldgicas como a sintese de proteinas
extracelulares pela ligacdo aos FGFRs (Itoh & Ornitz, 2004; Ornitz & Itoh, 2001; Thisse &
Thisse, 2005). Entretanto, os FGFs 11-14 funcionam como proteinas intracelulares, atuando
de modo independente de FGFR (Goldfarb, 2005). A familia de FGF de mamiferos pode ser
dividida em uma subfamilia intracelular (iFGFs) — FGF11/12/13/14 —, na subfamilia seme-
lhante a hormoénios (hFGFs) — FGF15/19/21/23 — e na subfamilia de FGFs candnicos —
FGF1/2/5, FGF3/4/6, FGF7/10/22, FGF8/17/18 ¢ FGF9/16/20 (Itoh & Ornitz, 2008). O
FGF19 é um ortélogo humano para o FGF15 de camundongo (Itoh & Ornitz, 2008); logo, a
familia de genes FGFs de humanos/camundongos compreende 22 membros (Ornitz & Itoh,
2001; Itoh & Ornitz, 2004). Estudos filogenéticos para FGFs de camundongos indicam a
existéncia de sete subfamilias [FGFI (I, 2), FGF4 (4, 5, 6), FGF7 (7, 10, 22), FGFS§ (8, 17,
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18), FGF9 (9, 16, 20), iFGFs (11, 12, 13, 14) e hFGFs (15, 21, 23); Itoh & Ornitz, 2008],
condizendo com as familias em humanos (Itoh & Ornitz, 2004). Entretanto, a analise de con-
servacdo de loci génicos para camundongos indica uma subdivisdo em seis subfamilias
(FGF1/2/5, FGF3/4/6/15/21/23, FGF7/10/22, FGFS8/17/18, FGF9/16/20 e iFGFs; Itoh &
Ornitz, 2008). Todos os FGF's estdo evolucionariamente relacionados e supostamente o gene

similar a FGF13 ¢ o antecessor evolucionario mais provavel entre toda a familia de FGFs

(Itoh & Ornitz, 2008).

As propriedades funcionais da maioria dos integrantes da familia FGF estao relaciona-
das ao desenvolvimento embrionario, ao reparo tecidual e ao estimulo da atividade mitogéni-
ca de varios tipos celulares (Mason, 1994). Estdo envolvidos em diversos processos celulares,
incluindo apoptose, sobrevivéncia da célula, quimiotaxia, adesdo celular, migragdo, diferenci-
acdo e proliferacao (Bottcher & Niehrs, 2005); medeiam a homeostase, resposta a injuria,
reparac¢ao tecidual e tumorigénese (Ornitz & Itoh, 2001; Dono, 2003; Kumano & Smith,
2002; Smallwood et al., 1996; Cronauer et al., 2003); controlam a formag¢ao do plano corporal
e a organogénese em vertebrados (Alvarez et al., 2003); possuem fungdes regulatorias impor-
tantes na formacdo de varios orgdos, como membros, mesencéfalo, pulmao, pelo, glandula
pituitaria e pena (Kettunen et al., 2000). Varios membros da familia dos FGFs, incluindo
FGF2, FGF3, FGF8, FGF10 e FGF19, tem sido associados a formag¢do de diferentes estagios
de formacdo do ouvido interno (Baker & Bronner-Fraser, 2001; Rinkwitz et al., 2001; No-
ramly & Grainger, 2002). Sao aparentemente difusiveis e capazes de agir de modo dose-
dependente (Bottcher & Niehrs, 2005). Os FGFs da subfamilia candnica funcionam de manei-
ra pardcrina (Itoh & Ornitz, 2008): sdo secretados (proteinas extracelulares) e se ligam a
FGFRs, induzindo sua dimeriza¢do e a fosforilacdo de residuos de tirosina citoplasmatico
especificos (Eswarakumar et al., 2005). FGFs estimulam a prolifera¢ao de células ectomesen-
quimais e epiteliais, e podem regular o crescimento das ctspides dentarias, em cujas extremi-
dades se inicia a diferenciagdo dos odontoblastos, induzida por sinalizagao do n6 do esmalte

(Thesleff et al., 2001).

2.2.1- FGF2

FGF2, também conhecido como FGF basico, foi originalmente isolado de cérebro e de
extrato de glandula pituitaria bovina (Gospodarowicz, 1974; Gospodarowicz & Moran, 1974;

Gospodarowicz et al., 1975); e detectada como fator indutor de proliferacao de células C3T3
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de camundongo em cultura (Basilico & Moscatelli, 1992). A proteina possui 288 aminoacidos
em humanos. FGF2 mostra uma preferéncia para se ligar a FGFR2c e FGFR3c (Ornitz et al.,
1996; Powers et al., 2000). Essa molécula ndo possui sequéncias-sinal identificaveis (Itoh &
Ornitz, 2008), podendo, portanto, ser liberada por células avariadas ou por mecanismos exoci-

ticos que independem da via reticulo endoplasmatico-Golgi (Mignatti et al., 1992).

De forma geral, FGF2 foi descrito com propriedades de ligar-se a componentes da ma-
triz extracelular, particularmente ao sulfato de proto-heparana, regulando, in vitro, a prolifera-
¢do, diferenciacdo e morfologia de células da neuroectoderme e de origem mesodermal (Cam
et al., 1992). Estd envolvido em varias respostas bioldgicas, como mitogénese (Westall et al.,
1978), angiogénese (Klagsbrun, 1989), metabolismo de coladgeno e reparo de feridas (Gospo-
darowicz & Ferrara, 1987), assim como em varios processos especificos envolvendo eventos
indutivos como desenvolvimento de osso, pelos, membros e dentes (Gospodarowicz & Ferra-

ra, 1987; Klagsbrun, 1989).

Na odontogénese, FGF2 esta distribuido no mesénquima dentario e no reticulo estrela-
do de germes dentérios, além de ja ter sido relacionado a proliferacao celular no mesénquima
dentario nos estagios de botdo e capuz (Kettunen et al., 1998) e ao reparo na dentina (Tsuboi
et al., 2003). Ainda como fator extracelular, foi sugerido que FGF2 se liga a colageno tipo IV,
laminina e fibronectina, o que pode justificar sua localizagdo em odontoblastos durante a de-
posicdo de matriz dentinéria (Russo et al., 1998), uma vez que pré-odontoblastos se aderem a
fibronectina e a laminina quando em maturacdo, a fim de depositar dentina. Além de fator
extracelular, também foi relatado que FGF2 adicionado exogenamente pode ser translocado
para o nucleo de células do epitélio odontogénico (Bonnet et al., 1996; Bailly, et al., 2000). A
presenca de FGF2 nuclear nessas células, associado com sua expressdo em fibromas amelo-
blasticos e fibro-odontomas ameloblasticos, sugere que o FGF2 pode estar envolvido em dire-
cionar a atividade nuclear no estagio de histodiferenciacdo da odontogénese (So et al., 2001).
Camundongos knockout para FGF2 apresentam diminuida contratilidade do musculo liso vas-
cular, resultando em hipotensdo (Zhou et al., 1998), além de apresentarem hiperplaquetose

(Zhou et al., 1998) e reduzida densidade neuronal do cértex motor (Ortega et al, 1998).

2.2.2- FGF3

FGF3, também conhecido como int2, foi primeiramente identificado como um onco-

gene em tumores mamarios de camundongos induzidos por virus (MMTV; revisado por Dick-
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son et al., 1989). FGF3 pertence a familia dos fatores de crescimento ligantes de heparina e
tem peso molecular entre 29 e 31 kDa (Antoine et al., 2000; Ornitz, 2000). Em humanos, sua
sequéncia proteica é composta por 239 aminoacidos (Antoine et al., 2000). E uma proteina

secretada com peptideos sinais amino terminais clivaveis (Ornitz & Itoh, 2001).

Hé evidéncias de que FGF3 desempenha fungdes importantes durante a formagao Os-
sea e durante o desenvolvimento de membros por meio da via de sinalizagdo SHH (Farré et
al., 2007; Mayshar et al., 2008). FGF3 ¢ expresso no rombencéfalo em desenvolvimento, esta
envolvido na formagdo do ouvido interno de diversas espécies de vertebrados, incluindo ze-
brafish, Xenopus, galinha e camundongo (Alvarez et al., 2003; Tekin et al., 2007). Estudos
com camundongos knockout para FGF3 demonstraram pequenos efeitos no padrdo do rom-
bencéfalo (Mansour et al., 1993) — padrao similar ao observado em embrides de zebrafish que
tiveram a expressdo de FGF3 diminuida pela agdo de morfolinos (oligonucleotideos morfoli-
nos sdo moléculas estaveis, sem carga e soliveis em agua que se ligam a sequéncias comple-
mentares de RNAm, inibindo seu processamento, leitura e ligacdo de proteinas nesses locais;
Maves et al., 2002; Moulton & Yan, 2008) — e perda ocasional do canal semicircular posterior

(Pauley et al., 2003; Mansour et al., 1993).

Os fenotipos mais evidentes dos animais knockout para FGF3 foram os de microtia
(desenvolvimento anormal do pavilhdo auditivo) e microdontia (condigdo em que os dentes
sdo menores do que o normal) (Tekin ef al., 2007). Estudos indicaram que interagdes de
MSXI1, PAX9 e FGF3 estao envolvidas na hipodontia, ou agenesia dentaria (Ogawa et al.,
2006; Vieira et al., 2004; Vieira et al., 2013). Sabe-se que a expressdo de seu receptor,
FGFR2b, ¢ restrita ao epitélio dentario (Kettunen et al., 2000). O animal knockout para
FGFR2b resulta em malformagdes graves do ouvido interno, que incluem uma auséncia do
ducto endolinfatico (Pirvola et al., 2000), além do dente estagnado no estagio de botao (Celli

et al., 1998; De Moerlooze et al., 2000).

2.2.3- FGF4

FGF4, também ¢ conhecido como HST ou K-FGF (KGF: fator de crescimento de que-
ratindcito; Fuller-Pace et al., 1991), foi identificado em tumor estomacal humano (HST) e em
lesdo de sarcoma de Kaposi (Delli-Bovi et al., 1987; Niswander & Martin, 1992; Sakamoto et
al., 1986; Taira et al., 1987). Em humanos, possui 206 aminoacidos (Galzie et al., 1997).
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No embrido em desenvolvimento, o gene FGF4 ¢ expresso durante os estagios de pré-
e poés-implantacdo inicial e mais tardiamente em varios tecidos, incluindo arcos branquiais,
brotos de membros e epitélio dentario (Niswander & Martin, 1992; Drucker & Goldfarb,
1993), além de ter sido mostrado como estimulador de proliferagdo de células progenitoras de
megacariécito (Konishi et al., 1996). Mutantes knockout F GF4™" sdo letais (Feldman et al.,
1995).

Na odontogénese, FGF4 ¢ um potente mitogeno para células epiteliais e mesenquimais
(Jernvall et al., 1994; Niswander & Martin, 1993; Rifkin & Moscatelli, 1989). Ele se liga a
formas derivadas de splicing de FGFR1, que sdo expressas tanto no mesénquima da papila
dentaria quanto no epitélio dentario, e a FGFR3b, que ¢ expresso no epitélio dentario durante
os estagios de capuz e campanula de camundongos (Mansukhani et al., 1990; Oritz et al.,
1996; Orr-Urtreger et al., 1993). Estudos em molares de camundongo mostram expressao de
FGF4 localizada estritamente no n6 do esmalte na fase de capuz (Jernvall et al., 1994) e nos

nds do esmalte secundarios na fase de campanula (Kettunen & Thesleff, 1998).
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2.3- Modelos animais no estudo da odontogénese

A maior parte dos relatos sobre estas cascatas de sinalizacdo molecular no desenvol-
vimento dentdrio advém de estudos em embrides de roedores e dados comparativos com ou-
tros vertebrados sdo escassos. Embora os roedores sejam modelos tradicionais para o estudo
do desenvolvimento dentario, algumas caracteristicas da sua denti¢do, tais como incisivos
especializados, niimero reduzido de grupos dentarios e molares sem esmalte nas pontas de
cuspides, limitam consideravelmente a extrapolacao de dados para outros mamiferos em geral
(Fuenzalida et al., 2000; Jernvall & Thesleff, 2000). Além disso, os roedores possuem apenas
dois grupos dentarios — incisivos € molares —, o que difere muito da denticdo humana. Estudos
em primatas e em cdes também contribuiram para o conhecimento das moléculas sinalizado-
ras da odontogénese em modelos com denticdo completa. Entretanto, as pesquisas com esses
modelos sdo onerosas, exigem infraestrutura especifica para a manuten¢do dos animais expe-
rimentais. Além disso, ha uma dificuldade crescente de liberagdo para as pesquisas pelos co-
mités de ética, uma vez que o acesso aos embrides nesses mamiferos placentarios exige o sa-

crificio das fémeas prenhes (Fuenzalida et al., 2000; Jernvall & Thesleft, 2000).

A base molecular da perda evoluciondria dos dentes de roedores foi investigada em
camundongos e ratos selvagens (Turescova et al., 1995; Kerdnen et al., 1999). Os ratos de
laboratdrio ndo possuem caninos nem pré-molares em ambas as maxilas, e os incisivos € mo-
lares remanescentes sdo separados entre si por um diastema — espaco entre dentes (Ruch et al.,
1997). Seus diastemas maxilares contém botdes de dente rudimentares, presentes somente
durante a embriogénese (Jernvall & Thesleff, 2000), ou seja, botdes de dentes se formam na
area do diastema embriondrio, mas sofrem apoptose e regridem, ndo se desenvolvendo em
dentes (Klein et al., 2006; Moustakas et al., 2011; Peterkova et al., 2002). Membros da fami-
lia Sprouty (Spry) sdo identificados como genes que reprimem o desenvolvimento do dente no
diastema — Spry2 no epitélio e Spry4 no mesénquima (Klein et al., 2006) — e parecem ter agao
intracelular regulando negativamente FGF e outras sinalizagdes por receptores tirosina-
quinase (RTK) por diversos mecanismos bioquimicos, frequentemente via efeitos na via
RAS-MAPK (Kim & Bar-Sigi, 2004; Mason et al., 2006). Genes Sprouty sdo expressos nos
molares e incisivos em desenvolvimento de camundongos, assim como no diastema (Klein et
al., 2006; Klein et al., 2008). Camundongos Spry2-null e Spry4-null desenvolvem um dente
similar ao pré-molar no diastema (Klein et al., 2006). Todavia, dados do estudo de Moustakas

et al. (2011) ndo corroboram com informagdes acerca da supressdo dentdria por Spry2 e
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Spry4, uma vez que esses genes foram localizados no epitélio € no mesénquima de todas as
classes dentarias de Monodelphis domestica. Por isso, esses autores sugerem que Spry2 e
Spry4 podem nao levar a formagdo de diastema ou supressdo do pré-molar, necessariamente, e
podem, na espécie estudada, ser importantes para a manutengdo da denti¢ao heterodonte.
Também ¢ sugerido que R-spondina?2, da familia de ativadores de Wnt, pode regular o desen-
volvimento do dente no diastema através de FGF e SHH, com formagao de dentes extranume-

rarios no diastema de camundongos R-spondina 27" (Kawasaki et al., 2014).

Um dos mecanismos da perda de dentes na evolugdo ¢ a falha da substituicao dentaria.
Em casos em que a denticdo primaria ndo aparece, os germes dentdrios podem ter seu desen-
volvimento interrompido em uma variedade de estagios (Stock, 2001). O diastema de roedo-
res apresenta um caso no qual a perda de dentes especificos ocorreu por mais de um meca-
nismo. Na maxila inferior do camundongo de laboratdrio e de ratazanas, ndo hé tragos de ini-
ciagdo dentaria no diastema, mas na maxila superior, rudimentos de dente diastemal progri-
dem até o estagio de botdo antes de terem o desenvolvimento interrompido (Kerdnen et al.,
1999). A maioria dos camundongos knockout com efeitos na denti¢do apresentam detengdo no
desenvolvimento dentario na fase de espessamento epitelial ou no estagio de botdo (Jernvall
& Thesleff, 2000). Experimentos de recombinacdo tecidual em anfibios (Ten Cate, 1995) e
passaros (Kollar & Fisher, 1980; Kollar & Mina, 1991) sugerem que toda a denti¢do pode ser

perdida por uma falha nas interagdes epitélio-mesenquimais (Stock, 2001).

Vias de sinalizacdo comecaram a ser analisadas em outras espécies de vertebrados
(répteis, aves, cae e primatas), além de ratos e camundongos, com o objetivo de entender as
bases genéticas da evolu¢do de nimeros e de formas de dentes, os quais sdo 6timos alvos para
estudos evolucionarios, porque seu bom registro fossil permite a analise de mecanismos de
desenvolvimento que produziram mudangas evolucionarias conhecidas (Jernvall & Thesleff,

2000).

Os metatérios — marsupiais — compreendem um dos trés maiores grupos de mamiferos
modernos e representam o grupo externo mais proximo dos mamiferos eutérios — placentarios
—, e esses dois grupos divergiram ha 180 milhdes de anos (de Barros et al., 2013). As espécies
brasileiras Didelphis sp sdo consideradas um excelente modelo para estudos experimentais
reprodutivos de marsupiais brasileiros (Whitten, 1966; Gongalves et al., 2009; de Barros et

al., 2013).
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Os Didelphis albiventris (apud Lund, 1840), também chamado de gamba-de-orelha-
branca, sdo marsupiais solitarios e sdo principalmente terrestres, mas também sdo escaladores
(Cerqueira & Tribe, 2007; Oliveira-Santos et al., 2008; Smith, 2007; de Almeida et al., 2008).
Esses animais sdo noturnos e crepusculares: eles se tornam ativos diretamente ap6s o por do
sol e permanecem ativos durante toda a noite (Oliveira-Santos et al., 2008; Smith, 2007; de
Almeida et al., 2008). Durante o dia, o gamba-de-orelha-branca permanece abrigado, frequen-
temente em buracos, palmeiras ou sob bromélias, podendo, ainda, ficar em ninhos abandona-
dos de outras espécies ou em troncos ocos de arvores forrados com grama, pelos ou penas
(Cerqueira & Tribe, 2007; Oliveira-Santos ef al., 2008; Smith, 2007; de Almeida et al., 2008).
Essa espécie de gamba encontra-se largamente distribuida, incluindo Brasil, Paraguai, Uru-
guai, Argentina, Bolivia, Equador, Peru e Colombia (Costa et al., 2008; Gardner, 2005; Sousa
et al., 2012; Wilson & Reeder, 2005). No Brasil, é encontrado em todas as regides (Bertassoli
et al., 2013; Caceres, 2000; Fonseca, 2003; Fonseca & Alves, 2006; Gardner, 2005; Mangana-
res et al., 2012; Oliveira et al., 1998; Sousa et al., 2012; van Nievelt & Smith, 2005). De
acordo com Mascarenhas (1980), e confirmado por Rigueira et al. (1987), as fémeas apresen-
tam estro nos meses de julho, outubro e novembro, enquanto o anestro ocorre nos meses de
fevereiro a junho. O periodo de acasalamento ocorre entre julho e janeiro (Nogueira, 1987) e
o inicio da esta¢do reprodutiva parece estar relacionado com a quantidade de precipitagdo
pluviométrica (Cerqueira, 1982). Nao ha informagdes especificas sobre os sistemas de acasa-
lamento dos gambas-de-orelha-branca; no entanto, os membros da familia Didelphidae sao
geralmente considerados poligamos (Fernandes et al., 2010; O’Connell, 2006). Os machos
competem pelas fémeas reprodutivas, comunicando-se com uma série de sons tipo clique
(Fernandes et al., 2010; O’Connell, 2006). Os didelfideos ndo apresentam rituais de acasala-
mento nem pares de ligacdo (Fernandes et al., 2010; O’Connell, 2006). O D. albiventris ¢
onivoro e grandemente generalista na alimentacao, com dieta variando sazonalmente e sendo
primariamente composta por insetos, passaros, ovos, pequenos mamiferos, frutas, sementes,
folhas e, menos frequentemente, répteis, anfibios e moluscos (Aguiar et al., 2004; Aragona &

Marinho-Filho, 2009; Manganares et al., 2012).

Como os demais marsupiais, o gamba D. albiventris é caracterizado por um periodo de
gestagdo intrauterina muito curto, de apenas 13 dias (Rigueira et al. 1987; Talice & Lagomar-
sino, 1959), com a organogénese verdadeira iniciando-se nos ultimos 3,5 dias de gestagdo
(Krause & Cutts, 1986). Os jovens nascem com grande imaturidade, em estado altricial, de-

vendo alcangar a area de mama ou bolsa, reconhecer o mamilo, anexar a mama ¢ mamar sem
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assisténcia materna. Esses jovens ficam 90 dias aderidos a mama, e periodicamente despreen-
dem-se dela, mas continuam seu desenvolvimento enquanto sao nutridos por lactacdo (Smith,

2006), permitindo sua manipulagdo e coleta sem interven¢ao cirurgica (Figura 8).

FIGURA 8. Neonatos de dois dias na bolsa marsupial de fémea de Didelphis albiventris.

O estado semiembrionario do neonato instalado na bolsa marsupial materna permite a
observacao de sua organogénese (Jurgelski Junior, 1974; Bertassoli et al., 2013). Assim, ¢
possivel coletar os neonatos sem o sacrificio da fémea, corroborando as tendéncias de preser-

vagao de espécies e os principios da €tica em experimentacao animal.

O D. albiventris tem sido considerado um modelo para estudos comparativos da odon-
togénese devido ao seu padrdo de denti¢do mais proximo ao da humana, quando comparado
aos roedores. Ao contrario destes, marsupiais possuem, ainda, uma denticdo complexa e hete-
rodonte, podendo ser uteis para a compreensao da mecanica da diferenciacdo dentaria (Smith,
2006). Esse padrao marsupial de substituicdo dentaria ¢ Uinico, e as posi¢des do incisivo, cani-
no, primeiro e segundo pré-molar possuem apenas uma Unica geracdo funcional (van Nievelt

& Smith, 2005).

O gamba adulto apresenta, na maxila, cinco pares de incisivos, um par de caninos, trés
pares de pré-molares e quatro pares de molares. Ja4 na mandibula, possui quatro pares de inci-
sivos, um par de caninos, trés pares de pré-molares e quatro pares de molares (Fonseca & Al-

ves, 2006; Figura 9).
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FIGURA 9. Desenho esquematico mostrando o padrao dentéario de Didelphis albiventris. I: incisivos;
C: canino; PM: pré-molares; M: molares. Adaptado de Christian Beier, disponivel em

http://christianbeier.blogspot.com.br, acesso em dezembro de 2012.

Alguns estudos da odontogénese em D. albiventris ja foram realizados (Torres et al.,
2006; Torres et al., 2008). No momento do nascimento, chamado estagio “pods-natal-zero”
(P0), quando os neonatos deixam o tero € migram para o marsupio, os primeiros molares sao
encontrados em estagio de lamina dentaria, com a condensa¢do do ectomesénquima ao redor
do espessamento epitelial. O estagio de botdo, em molares, ocorre entre P2 e P4 (Torres et al.,
2006), dois e quatro dias dos neonatos no marsupio, respectivamente, quando o epitélio denta-
rio externo do orgdo dentério origina a lamina dentaria secundaria, a qual sofre degeneragao
nessa mesma fase de botdo. Portanto, a lamina dentaria secundaria seria remanescente de con-
di¢do primitiva na qual ocorria denticdo secundaria. Nao ha vestigios de denti¢do decidua no
referido gamba; logo, a primeira denticdo prevalece como denti¢do permanente (Fonseca &
Alves, 2006), como ja relatado para outros marsupiais (van Nievelt & Smith, 2005). O estagio
de capuz em molares foi observado entre P4 e P8 (quatro e oito dias no marsupio, respectiva-
mente, Torres et al., 2006). Em P5 (cinco dias no marsupio), nos molares, os elementos for-
madores do dente sdo evidentes € 0 n6 do esmalte primario estd completamente formado (Tor-

res et al., 2000).

Estudo prévio da nossa equipe (Torres et al., 2006) sobre a participacdo do FGF9 na
odontogénese do gamba D. albiventris mostrou que, apesar da alta conservagao estrutural da
molécula nas varias espécies animais, sua fun¢do pode ser distinta entre o gamba e os roedo-
res. Em rato, o FGF9 atua tanto na iniciacdo dentdria quanto na morfogénese; ja em gamba, sé
houve expressdo dessa molécula durante a iniciacdo dentdria. Em outro estudo, BMP4 apre-
sentou um padrao de expressdo semelhante ao descrito para roedores no inicio do desenvol-
vimento dentario (Torres et al., 2008). Esses dados apontam para a necessidade de um apro-

fundamento dos estudos comparativos sobre a interagao epitélio-mesenquimal reguladora da
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odontogénese em modelos bioldgicos com denti¢ao completa, a fim de subsidiar a implemen-
tacdo do gambé como modelo de estudo. A constatagdo de uma via de sinalizagdo odontogé-
nica mais proxima a de humanos e a possibilidade de acesso aos neonatos sem o sacrificio das
fémeas prenhes pode atrair a atengdo dos pesquisadores para esse modelo marsupial e tornar o

D. albiventris uma referéncia importante para tais estudos.
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3- OBJETIVOS

3.1- Objetivo geral

Analisar o padrao de a expressao de FGF2, FGF3 e FGF4 durante o desenvolvimento
dentario de molares de D. albiventris, a fim de promover a caracterizacao temporal e espacial
destas moléculas sinalizadoras, envolvidas na interacdo epitélio-mesenquimal que regula os
estagios iniciais da odontogénese, contribuindo para implementar o modelo em estudos de

Biologia do Desenvolvimento.

3.2- Objetivos especificos

e (Caracterizar morfologicamente as fases do desenvolvimento dos germes de mola-
res (grupo dentario amplamente estudado em roedores, permitindo comparagdes)
nos estagios de lamina dentaria, botdo, capuz e campanula, em D. albiventris nas

idades de 0, 2, 4, 5, 8, 10 e 14 dias pds-natal, por coloragao em HE;

e Determinar o padrao de expressao de FGF2, FGF3 e FGF4 (importantes fatores
mitogénicos e para a morfogénese do dente) durante a odontogénese dos molares
de D. albiventris nos estadgios de lamina dentéria, botdo, capuz e campanula, por
imunohistoquimica, a fim de caracterizar o local e 0 momento da expressdo dessas

moléculas sinalizadoras;

e Clonar e sequenciar fragmentos de RNA mensageiro de FGF3 e FGF4 de D. albi-
ventris, para permitir a caracterizacdo do padrao de expressdo dessas moléculas,
pelo método de hibridizagdo in situ. Uma vez que FGF2 de D. albiventris foi pre-
viamente sequenciado, tal molécula ndo foi incluida na analise por biologia mole-

cular.
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4- MATERIAIS E METODOS

4.1- Coleta de amostras de neonatos de D. albiventris

O modelo bioldgico avaliado nos experimentos foi o gamba D. albiventris (Didelphi-
dae, Marsupialia). Todos os procedimentos propostos foram previamente aprovados pelo Co-
mité de Etica em Experimentagdo Animal (CETEA) da UFMG, conforme protocolo nimero
220/08. Do mesmo modo, a captura dos animais silvestres na mata da Estagdo Ecoldgica da
UFMG, bem como sua manuten¢do ¢ manejo nas dependéncias do Departamento de Morfo-
logia, foram autorizados pelo Ministério do Meio Ambiente, segundo protocolo n® 27354-
2/Sistema de Autoriza¢do (Anexo 1) e Informagdo em Biodiversidade — SISBIO (Documento

atualizado em 09/09/2012; Anexo 2).

Para a obten¢ao dos neonatos, fémeas D. albiventris prenhes foram capturadas na mata
da Estacdo Ecologica da Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG) durante o periodo
reprodutivo da espécie — junho a agosto e segunda quinzena de outubro a dezembro. Armadi-
lhas de ferro contendo pedagos de frutas, 6leo de figado de bacalhau e pasta de amendoim
foram colocadas na mata da Estacdo Ecoldgica (19° 52' 32.1204" S e 43° 58' 23.4768" O) no
periodo da tarde e recolhidas no inicio da manha do dia seguinte, em conformidade com o
habito noturno da espécie. Foi observada a ocorréncia ou ndo de filhotes no interior da bolsa
marsupial de cada fémea capturada. Fémeas capturadas com neonatos no marsupio tiveram os
filhotes coletados, caso estivessem dentro da faixa de peso/tamanho de interesse, sendo a ida-

de estimada por uma tabela que cruza dados de tamanho e peso dos neonatos (Quadro 1).
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Quadro 1. Valor médio dos pesos e comprimentos dos espécimes de D. albiventris coletados nas ida-

des estudadas, de 0 a 100 dias. CR: crista occipital/inser¢ao da cauda; SR: rostro/insercao da cauda; N:

numero de amostras. Fonte: Fonseca, 1996.

idade 0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 14
dia | dia | dias | dias | dias | dias | dias | dias | dias | dias | dias | dias
N 15 ] 2 3 2 2 2 3 3 2 § 1
peso | 0229 | 0,16 | 026 | 0.281 | 0,361 | 037 | 0465 | 0.628 | 0,607 | 0,665 | 0,777 | 1.08
(g | 2016 20,01 | £740 | 285 | £0,06 | £0.05 | £0.04 | 20,59 | 20.04 | 20,75
SR |14.0% | 150] 160 [16833| 195 | 1875 | 20,25 | 23,33 | 2333 | 22,25 | 263 | 29.5
(mm) | 146 023 | 205 | 2075 | 20,25 | 20,94 | 20,94 | 20,25 | 21,16
CR [106] [116| 124 | 1233 | 134 | 1445 | 1465 | 1633 | 1685 | 169 |18425] 213
(mm) | £0.38 20,1 | 21,16 | 200 | 2065 | 20,35 | £0.75 | 06 | 203 | £1.30
idade 20 30 40 50 &0 65 67 T0 30 90 10
dias | dias | dias | dias | dias dias dias | dias | dias dias | dias
N 4 6 3 2 3 2 3 2 3 1
peso | 189 | 3799 | 6,570 | 11,339 21,02 | 2946 | 3715 |5439 | 11638 | 1820 | 2910
(g) | 2017 | 2046 | 2072 | 2058 | £2.49 | £134 | £1.8 | 2918 | £20.28 | #9249
SR |3562 | 46,33 |5833 | 68,75 | 90,66 1005 | 106,5 | 119.0 1675 | 19266 | 2330
(mm) | £238 | £237 | 2047 | 20,25 | 2694 | #25 | £15 | 509 | 275 | 12,28
CR 29,1 | 3527 [45,13 | 5665 | 679 76,15 | 810 | 902 | 121,35 | 1456 | 1703
(mm) | %121 | £1.51 | 2220 | £2.75 | 2447 | 2045 26,02 | %335 | 1856

Segundo o estudo de Oliveira et al. (1998), pudemos obter outra tabela indicativa de

idade e tamanho para fins comparativos (Tabela 1).

Tabela 1. Valor do comprimento crista-occipital/inser¢ao da cauda (CR) para amostras de D. albiven-

tris estudadas. Fonte: Oliveira, 1998.

Idade (dias) CR (mm)

1 10,5

2-3 12,0

3-4 13,0
6-8 15,5-16,0
9-14 18,0-21,0
16-20 25,0-28,0
26-40 33,0-43,0
41-53 45,0-58,0
55-73 60,0-100,0

23



Em caso de inexisténcia de filhotes na bolsa marsupial, as fémeas permaneceram sob
observacdo em biotério proprio durante os 13 dias seguintes a data da captura, periodo de
tempo que corresponde a duragdo do processo de gestacdo intrauterina nessa espécie. Durante
o periodo de observagdo, as fémeas foram mantidas no biotério de animais silvestres do De-
partamento de Morfologia do Instituto de Ciéncias Biolédgicas (ICB) da UFMG, com os cui-
dados e medidas de biosseguranga, e receberam, aproximadamente, 180 g de ragdo balanceada

por dia (Jurgelski Junior, 1974), frutas variadas e dgua ad libitum.

A presenga de neonatos e/ou muco e sangue sobre uma folha de papel disposta abaixo
das gaiolas foi adotada como indicio do nascimento dos filhotes e indicou a necessidade de
avaliar a presenc¢a de neonatos no marsupio. Para a avaliag¢do, a fémea foi imobilizada por sua
regido cervical, membros posteriores e cauda. Para a retirada dos neonatos das papilas mama-
rias, foram realizados movimentos delicados e simultaneos de rotag¢ao e tragao para o rompi-
mento do tecido epitelial continuo entre os labios do filhote e a papila mamaria da fémea. A

fémea foi identificada e devolvida ao seu habitat natural, no mesmo local de sua captura.
Neste estudo foram utilizados:

e Dois neonatos, independente de sexo, em cada uma das idades de 0 (P0), 2
(P2), 4 (P4), 5 (P5), 8 (P8), 10 (P10) e 14 (P14) dias, para as analises morfolo-

gicas macroscopicas ¢ histologicas;

e Dois neonatos em idade de dois dias (uma vez que os FGFs sdo expressos am-
plamente no inicio do desenvolvimento), independente de sexo, para a extragao

de RNA total e clonagem dos fragmentos do RNAm de FGF3 e FGF4;

e Trés neonatos em cada uma das idades de 0, 2, 4, 5, 8, 10 e 14 dias (para as
analises de imunohistoquimica) e trés neonatos de 2, 8, 10 e 14 dias (para ana-
lises de hibridizagdo in situ), independente de sexo, para a caracterizagdo da
expressdo de FGF2 (apenas para imunohistoquimica), FGF3 e FGF4 durante a
odontogénese. As idades dos neonatos selecionadas baseiam-se nas fases de
desenvolvimento dos germes dentérios de interesse — lamina dentaria, inicio de
botdo, final de botdo, inicio de capuz, final de capuz, inicio de campanula e
meados de campanula, respectivamente (Tabela 2). As andlises propostas nes-

te item foram realizadas em, no minimo, trés individuos/idade/método.
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Tabela 2. Fases do germe dentario do primeiro molar do Didelphis albiventris de 0 a 60 dias. Fonte:
Palma, 1997.

Idade N®de filhotes utilizados  Fase do desenvolvimento dentidrio

0 dia 4 limina dentdria

2 dias 3 botdo

4 dias 3 final do botdo

8 dias 2 capuz

10 dias 3 campanula

14 dias 2 final de campénula
20 dias 2 formacdo de coroa
25 dias | formagdo de coroa
30 dias 1 formacdo de coroa
40 dias 1 formacio de coroa
50 dias 1 formacdo de coroa
60 dias 1 formacdo de coroa

Ap6s a coleta, os neonatos foram sacrificados por decapitacdo. Em seguida, foram uti-

lizados para extragdo de RNA total ou processados para obtencao de cortes histologicos.

4.2- Inclusio e cortes histologicos

Apos a decapitacdo, as cabecas e troncos (usados como controle de marcagao das mo-
léculas em tecidos em desenvolvimento) dos filhotes foram fixados em paraformaldeido
(PFA) 4% tamponado pH 7,4, por 48 h, a 4 °C. Em seguida, todos os espécimes foram desi-
dratados através de série crescente de banhos de alcool etilico, clarificados em xilol e inclui-
dos em parafina. Os blocos foram serialmente seccionados em micrétomo MRS3500 (Histo-
Line Laboratories) no plano frontal (para cabecas) e no plano sagital (para troncos) numa es-
pessura de 5 um e 10 pm. As se¢des de 5 um foram coradas com Hematoxilina e Eosina (HE)
para a caracterizagdo histologica e para a selecdo de segdes representativas a serem usadas nos
procedimentos de imunohistoquimica e hibridizacao in situ (HIS), para a qual foram utiliza-
das se¢oes de 10 um. Para compor o PFA e os etanois hidratados utilizados destinados ao
processamento de pecas para HIS foi utilizada dgua tratada com 0,01% de dietilpirocarbonato

(DEPC), composto que inativa enzimas RNases.
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4.3- Método histologico

Ap0s secagem das laminas com cortes histologicos de 5 um em estufa, a 37 °C por 24
h, foi realizada a coloragdo. As se¢des foram desparafinizadas por 30 min em banhos de xilol
e por 15 min em cada um dos outros dois banhos de xilol subsequentes. Posteriormente, as
secOes foram hidratadas em uma série de banhos de etanol de 2 min cada, com concentra¢ao
decrescente (trés banhos de etanol 100%, um de 90%, um de 80% e um de 70%), seguidas por
hidratagcdo de 20 min sob filete de 4gua corrente. Os cortes foram mergulhados durante 40 s
em Hematoxilina de Harris e, em seguida, lavados por 20 min sob filete de agua corrente.
Subsequentemente, as laminas foram mergulhadas por 1 min e 20 s em Eosina e, em seguida,
lavadas em trés banhos rapidos de dgua. As amostras foram desidratadas em banhos de 1 min
cada, em uma série de concentracdes crescentes de etanol (um banho de 70%, um de 80%, um
de 90%, um de 95% e trés de 100%). Por fim, as secgdes histologicas foram submetidas a
diafanizac¢ao em xilol — dois banhos por 2 min cada e um banho por 10 min. As laminas foram

montadas com meio de montagem Entellan (Merck) e secas em estufa a 37 °C, overnight.

4.4- Método Imunohistoquimico

O método da imunoperoxidase objetivou o estudo da expressao de FGF2, FGF3 e
FGF4 durante o desenvolvimento dentario dos molares de gamba, quando os 6rgaos dentarios
apresentam caracteristicas morfologicas tipicas das fases de lamina dentéria, inicio de botdo,

final de botdo, inicio de capuz, final de capuz, inicio de campanula e meados de campanula.

Uma vez que os fatores de crescimento fibroblasticos possuem uma estrutura altamen-
te conservada entre as espécies (estudo realizado utilizando o sofiware online de alinhamento
de multiplas sequéncias PRALINE, disponivel em
http://www.ibi.vu.nl/programs/pralinewww/), foram selecionados anticorpos que reconhecem

fragmentos conservados da proteina.

Como ndo ha anticorpos comerciais disponiveis para D. albiventris, foi necessario rea-
lizar um estudo inicial para verificar o grau de similaridade entre as sequéncias de proteinas
de FGF2, FGF3 e FGF4 descritas para humanos (Homo sapiens), camundongos (Mus muscu-
lus), com relacdo as sequéncias disponiveis para as espécies mais proximas de D. albiventris,
0 gamba catita (Monodelphis domestica) e, quando disponivel, para o diabo-da-Tasmania

(Sarcophilus harrisii, Figuras 10 a 12). As sequéncias de aminoacidos foram obtidas no
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GenBank e o software PRALINE foi utilizado para permitir o alinhamento dessas sequéncias.
Entre os anticorpos disponiveis comercialmente, foram selecionados aqueles que poderiam
ser utilizados para um maior nimero de espécies, especialmente para ratos, camundongos e
humanos. Nesta busca, foram identificados os seguintes anticorpos, todos da marca Santa
Cruz Biotechnology: anti-FGF2 (rabbit polyclonal 1gG, sc-79), que reconhece a regido inter-
na da proteina (préximo aos aminodcidos 30-80 da proteina humana); anti-FGF3 (goat
polyclonal 1gG, sc-33963), que reconhece a regido interna da proteina (préximo aos aminoa-
cidos 80-130 da proteina humana); e anti-FGF4 (goat polyclonal 1gG, sc-1361), que reconhe-

ce a regido C-terminal da proteina (proximo aos aminoacidos 170-220 da proteina humana).

O alinhamento das sequéncias disponiveis para FGF2 mostrou uma alta conserva-
cdo/similaridade em toda a sequéncia da proteina, entre todas as espécies utilizadas (Figura
10). A comparacao entre as sequéncias de FGF3 para as mesmas espécies mostrou uma alta
similaridade/conservagdo apenas na por¢ao central da proteina, sendo a por¢cdo C-terminal a
mais problematica (Figura 11). O mesmo foi observado para o alinhamento das sequéncias
para FGF4, com as porgdes central e parte da C-terminal bastante conservadas (Figura 12).
Dessa forma foi possivel observar uma correlagdo entre as regides reconhecidas pelos anti-
corpos em outras espécies (humanos e camundongos) e espécies proximas de D. albiventris
(gamba e diabo-da-tasmania). Portanto, os alinhamentos sugeriram que os anticorpos policlo-
nais desenvolvidos pela empresa Santa Cruz Biotchnology apresentavam grandes chances de

reconhecer as respectivas proteinas também no gamba D. albiventris.
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FIGURA 10. Alinhamento das sequéncias de aminoacidos disponiveis para FGF2 para espécies dife-
rentes: Homo sapiens (gi_153285461 re), Sarcophilus harrisii (o marsupial diabo-da-Tasmania;
gi 395541778 re), Mus musculus (gi_122743 sp P1) e Monodelphis domestica (o marsupial catita ou
cuica-do-rabo-curto; gi 1345991 sp P). O consenso entre essas sequéncias estd mostrado em “Con-
sistency”. O nivel de conservagdo entre os aminoacidos estd representado em uma escala que atribui
valores e cores: de azul (0) para menos conservados a vermelho (10) para mais conservados. (*) Atri-
bui¢do de valor igual al0 para o consenso. PRALINE estda disponivel em

http://www.ibi.vu.nl/programs/pralinewww/.
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FIGURA 11. Alinhamento das sequéncias de aminoacidos disponiveis para FGF3 para espécies dife-
rentes: Homo sapiens (gi_ 122748 sp P1), Mus musculus (gi_ 110816469 sp) e Monodelphis domesti-
ca (o marsupial catita ou cuica-do-rabo-curto; gi 126333763 re — sequéncia predita — e
gi 312861895 gb — sequéncia parcial). O consenso entre essas sequéncias esta mostrado em “Consis-
tency”. O nivel de conservagdo entre os aminoacidos esta representado em uma escala que atribui va-
lores e cores: de azul (0) para menos conservados a vermelho (10) para mais conservados. (¥) Atribui-
¢do de valor igual al0 para o consenso. PRALINE estd disponivel em

http://www.ibi.vu.nl/programs/pralinewww/.
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FIGURA 12. Alinhamento das sequéncias de aminoacidos disponiveis para FGF4 para espécies dife-
rentes: Mus musculus (gi_408360101 sp), Homo sapiens (gi_122750 sp_P0), e Monodelphis domes-
tica (o marsupial catita ou cuica-do-rabo-curto; gi 312861903 gb — sequéncia predita). O consenso
entre essas sequéncias estd mostrado em “Consistency”. O nivel de conservagdo entre os aminoacidos
esta representado em uma escala que atribui valores e cores: de azul (0) para menos conservados a
vermelho (10) para mais conservados. (*) Atribuicdo de valor igual al0 para o consenso. PRALINE

esta disponivel em http://www.ibi.vu.nl/programs/pralinewwwy/.

As laminas contendo as secc¢des de D. albiventris foram desparafinizadas em xilol em
dois banhos de 60 min e 15 min, respectivamente, a temperatura ambiente (TA). Apoés despa-
rafinizagdo, os cortes foram hidratados em uma série de banhos com concentragdo decrescente
de etanol (duas vezes em 100%, uma em 95% e uma em 80%), por 5 min cada, seguidos por
cinco banhos répidos em agua deionizada. Subsequentemente, foi realizada a neutralizacdo da
peroxidase endogena por meio de dois banhos de peroxido de hidrogénio a 10%, por 15 min
cada, seguidos por cinco banhos rapidos em agua deionizada e trés banhos de 5 min cada em
Tris-HCl 20 mM (pH 7,40). Posteriormente, realizou-se a incubag@o em solucdo de BSA 2%

e Tween 20 0,1% por 30 min, em camara imida escura a TA, a fim de bloquear possiveis li-
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gacoes inespecificas. Os anticorpos primarios para FGF2 (Santa Cruz Biotechnology, sc-79),
FGF3 (Santa Cruz Biotechnology, sc-33963) e FGF4 (Santa Cruz Biotechnology, sc-1361)
foram diluidos em Tris-HCI nas proporg¢des 1:400, 1:50 e 1:50, respectivamente, e pipetados
sobre todos os cortes, exceto sobre os controles negativos, os quais foram embebidos apenas
em Tris-HCI. A incubagdo ocorreu por 18 h, em camara imida escura, a 4 °C. Apds a incuba-
¢do, os cortes foram lavados em trés banhos de 5 min cada de Tris-HCl 20 mM (pH 7,40) e
incubados por 30 min, a TA, com anticorpo secundario biotinilado (LSAB+System-HRP,
Dako, Glostrup, Denmark, K0690). Subsequentemente, os cortes foram lavados em trés ba-
nhos de 5 min cada com Tris-HCI 20 mM (pH 7,40) e incubados por 30 min em camara umi-
da escura, a TA, com estreptavidina-biotina conjugado a peroxidase (LSAB+System-HRP,
Dako, Glostrup, Denmark, K0690). Por fim, as se¢des foram lavadas em trés banhos de Tris-
HCI1 20 mM (pH7,40), por 5 min cada, ¢ submetidos a revelagdo pela adicdo do Kit DAB
cromogeno liquido (1 mL de buffer:1mL de cromo6geno, Dako, K3468) até que se visualizasse
a reagdo. O bloqueio da revelagdo foi realizado pela imersdo das laminas em Tris-HCI por
cerca de 1 min, seguindo-se cinco banhos rapidos em agua deionizada. A contracoloracdo foi
realizada com Hematoxilina de Harris, por 15 s, seguida por lavagem dos cortes em 10 ba-
nhos rapidos de agua deionizada. As secgoes histoldgicas foram desidratadas em uma série de
banhos com concentracao crescente em etanol. Em sequéncia, foi realizada a diafanizacdo das
secoes histologicas por dois banhos em xilol, com 10 min cada. Por fim, foi efetuada a mon-
tagem das laminas com o uso de Entellan (Merck) e secagem das mesmas por um periodo

overnight, em estufa a 37 °C.

4.5- Clonagem e sequenciamento de FGF3 e FGF4 de D. albiventris

Apos a decapitacdo, duas amostras de neonatos em P2 foram colocadas em um cadi-
nho de porcelana e maceradas com auxilio de um pistilo e nitrogénio liquido. Posteriormente,
foram homogeneizadas em TRIzol Reagent® (Invitrogen), na propor¢ao de 1 mL de TRIzol
para cada 100 mg de tecido. Posteriormente, adicionou-se 200 puL. de cloroférmio para cada 1
mL de tecido macerado em TRIzol, a fim de separar o RNA total dos restos celulares, e o tubo
foi incubado a TA por 3 min. Apos centrifugacdo a 10000 x g, a 4 °C por 15 min, a fase aquo-
sa superior foi transferida para tubo limpo, devidamente identificado. O RNA total foi entdo
precipitado pela adicao de 0,5 mL de alcool isopropilico e, apés um periodo de incubacao de
10 min a TA, o material foi novamente centrifugado a 10000 x g a 4 °C por 10 min. O sobre-

nadante foi descartado e foi adicionado 1 mL de alcool etilico 75% (diluido em adgua DEPC),
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seguindo-se centrifugacao a 10000 x g a 4 °C por 5 min. O sobrenadante foi descartado e o
pellet formado foi seco em bloco aquecedor por 5 min e ressuspendido em 20 pL de agua
DEPC. Apos a ressuspensdo, o material foi incubado em bloco aquecedor por 10 min a 55 °C.
A pureza e a concentracdo do RNA total foram avaliadas por meio de dosagem espectrofoto-
métrica em NanoDrop® ND-1000 UV/Vis Spectrophotometer e eletroforese em gel de agaro-

se 1 %.

Cerca de 1 pg de RNA total foi convertido em cDNA a partir da cauda poli(A) presen-
te nos RNAm, seguindo instru¢des dos fabricantes do Revertdid H Minus First Strand cDNA
Synthesis Kit (Fermentas). A esta quantidade de RNA total foi adicionado 0,5 pM de oligo
(dT18) e imediatamente incubados a 65 °C por 5 min para desnaturacdo, seguida por incuba-
¢do em gelo por 5 min. A esse tubo, adicionou-se 5X Reaction Buffer (250 mM Tris-HCI pH
8,3, 250 mM KCl, 20 mM MgCl,, 50 mM DTT), RiboLock RNase Inhibitor (20 U/ul),
dNTPs (10 mM) e a enzima RevertAid™ H Minus M-MuLV Reverse Transcriptase (200
U/ul), totalizando um volume final de 20 pL. A sintese ocorreu por incubagdo a 42 °C por 60

min. A reagdo foi interrompida pela incubagdo do tubo a 70 °C por 5 min.

Oligonucleotideos foram desenhados para permitir a amplificagdo de fragmentos de
FGF3 e FGF4 de D. albiventris (Tabela 3). FGF2 ja havia sido clonado e sequenciado pelo
grupo anteriormente (Torres et al., 2007, dados ndo publicados) e por isso foi excluido da
analise molecular do presente trabalho. Estes iniciadores foram obtidos com base nas sequén-
cias ja descritas para Monodelphis domestica (espécie mais proxima de Didelphis com o ge-
noma sequenciado), disponiveis no GenBank (NCBI, www.ncbi.nlm.nih.gov), utilizando o
software Primer3 (http://frodo.wi.mit.edu/).

A eficiéncia na sintese do cDNA foi avaliada por PCR utilizando o par de olignucleo-

tideos para B-actina.

Tabela 3. Oligonucleotideos desenhados para amplificar FGF3 e FGF4 de D. albiventris.

Acesso no GenBank ou Ta  Amplicon

Gene Ensembl C) (pb) Sequéncia do oligo
58301 F-5’ATGGTCCTGATCTGGCTCCT3’
FGE3 ENSMODT00000005172 55 6352 R1-5"TATTATCCAGGACTCGGGGC3’
ENSMODT00000044398 20713 R2-5CCTCCCGGCAGCGGCCAGCCY
R3-5°CTGGTGCTGTGTGTTGGCTC3’
FGF4 GI 312861902 50 314 F-5’AACAGGGACGGGGACTATCT3’

R-5’ACATACTGCCGGGACTCGTAY
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F-5’CCCTGAAGTACCCCATTGAA3’

B-actina GI1 612037354 55 421 R-5’CTCTCAGCTGTGGTGGTGAA3’

Ta: temperatura de anelamento dos primers. Sequéncias depositadas no GenBank (NCBI) sao identifi-
cadas por GI e as do Ensembl, por ENS. 1: Amplicon obtido com utilizagdo dos primers F e R1. 2:
Amplicon obtido com utilizagdo dos primers F e R2. 3: Amplicon obtido com utiliza¢ao dos primers F

e R3.

A PCR foi realizada na presenca de 0,4 mM de cada ANTP (dATP, dCTP, dGTP e
dTTP), 4 mM de MgCl; e 0,05 U/uL de TagDNA Polymerase (PCR Master Mix 2X, Thermo
Scientific). Em termociclador, a reagdo passou por desnaturacdo inicial a 94 °C por 2 min; 30
ciclos de desnaturagdo a 94 °C por 30 s, anelamento a 55° C por 30 s, ¢ extensdo a 72 °C por
1 min; a extensdo final foi realizada a 72 °C por 5 min. O produto amplificado foi confirmado

em eletroforese em gel de agarose 1%.

A RT-PCR foi realizada para amplificar cerca de 50 ng de cDNA na presenca de 0,4
mM de cada ANTP (dATP, dCTP, dGTP e dTTP), 4 mM de MgCl, e 0,05 U/uL de TagDNA
Polymerase (PCR Master Mix 2X, Thermo Scientific). Em termociclador, a reagdo passou por
desnaturagdo inicial a 94 °C por 2 min; 30 ciclos de desnaturacao a 94 °C por 30 s, anelamen-
to a 50° C (para FGF4) ou 55 °C (para FGF3) por 30 s, e extensdo a 72 °C por 1 min; a exten-
sdo final foi realizada a 72 °C por 5 min. O produto amplificado foi confirmado em eletrofo-

rese em gel de agarose 1%.

Uma amostra do fragmento amplificado foi imediatamente utilizada em uma reagao de
ligacdo em pGEM-T Easy Vector System I Kit (Promega), em volume final de 10 puL, pela
adicao de 3 U de enzima T4 DNA ligase, 50 ng de vetor pGEM®-T Easy, 5 uL de tampao de
ligagdo 2x (2X Rapid Ligation Buffer. 60 mM Tris HCI pH 7,8, 20 mM MgCl,, 20 mM DTT,
2 mM ATP, 10% polyethylene glycol), e o produto da PCR na proporcao equimolar de 3:1.

Essa reacdo foi incubada por 2 h a temperatura ambiente.

Apos este periodo de incubagdo, cerca de 2 pL da reacdo de ligacdo foi utilizado para
transformar bactérias competentes (E. coli, TOP10), por choque térmico (90 s a 42 °C seguido
por 2 min em gelo). As bactérias transformadas foram cultivadas em meio de cultura Luria-
Bertani (LB) contendo ampicilina (100 pg/mL) para obtencdo de coldnias bacterianas trans-

formadas. As coldnias positivas (clones) foram inoculadas em LB com antibiodtico por 16 h a
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37 °C. O DNA plasmidial foi purificado com GeneJet Plasmid Miniprep Kit, por método ba-

seado na lise alcalina (Fermentas).

O sucesso da clonagem foi confirmado por digestdo com EcoRI, processo que remove
o inserto clonado dentro do vetor. Clones positivos foram sequenciados em ABI 3700 (Appli-
ed Biosystems) a partir dos iniciadores T7 e SP6, para a determinar a sequéncia de FGF3 e
FGF4 de D. albiventris (ainda inédita nos bancos de dados); e também para determinar a ori-
entacdo da clonagem, para permitir a sintese da sonda de RNA antisenso. As sequéncias obti-
das foram comparadas em nivel nucleotidico e proteico as sequéncias depositadas no banco
de dados GenBank do NCBI, utilizando-se os algoritmos BLAST (Altschul et al., 1997), dis-
poniveis em http://ncbi.nlm.nih.gov/BLAST. Os softwares BioEdit versao 7.1.3.0 e MultAlin,
disponivel em http://multalin.toulouse.inra.fr/multalin/multalin.html, foram usados para ali-

nhar as sequéncias nucleotidica e proteica obtidas.

4.6- Sintese da sonda de RNA antisenso e hibridizacao in situ

Os fragmentos clonados foram utilizados como molde na sintese de sondas de RNA
antisenso. Para isso, cerca de 100 ng de DNA plasmidial contendo os fragmentos clonados
foram amplificados por PCR, contendo 0,2 mM de cada iniciador universal M13 ¢ 1 mM de
dNTP Mix (dATP, dCTP, dGTP e dTTP). Agua nuclease-fie foi utilizada para que o volume
total fosse de 50 pL. Em termociclador, a reag@o passou por 1 ciclo de desnaturacdo inicial a
95 °C por 1 min; 5 ciclos de desnaturacdo a 95 °C por 15 seg, anelamento a 65 °C por 15 seg,
e extensdo a 72 °C por 2 min; seguiram-se 25 ciclos de desnaturagdo a 95 °C por 15 seg, ane-
lamento a 50 ° C por 15 seg, e extensdo a 72 °C por 4 min; a extensao final foi realizada a 72
°C por 6 min. O produto amplificado foi confirmado em eletroforese em gel de agarose 1%.
Essa estratégia de obter o fragmento de interesse por PCR assegura que o sitio de ligagdo para
a RNA polimerase especifica para a obtencao do antisenso esteja proxima ao produto da PCR.
Depois de confirmar a amplificacdo em agarose 1%, o produto da PCR foi purificado em co-
lunas Quiaquick PCR Purification Kit (Quiagen), seguindo protocolo descrito pelos fabrican-

tes, ¢ estocadas em freezer -20 °C.

Cerca de 1 pg de produto amplificado e purificado foi utilizado como molde na sintese
da sonda de RNA antisenso, na presenca de 3 U de SP6 RNA polimerase; 10 pL tampao de
transcri¢do, 2,5 mM DTT; 2 puL dioxigenina (DIG-UTP, Roche); 40 U de RNase inhibitor em

um volume final de reacdo de 40 pL. A transcri¢do in vitro foi confirmada em gel de agarose
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1% e o DNA molde foi removido da reacdo por tratamento com 5 U de DNasel por 15 min a
37 °C, e a sonda purificada em colunas ProbeQuant G-50 Micro Columns (Amersham), se-
gundo instrugdes do fabricante. Apos purificacdo, as sondas foram imediatamente misturadas
ao tampao de hibridizag¢do (50 % formamida, 5x SSC pH 4,5, 2 % SDS, 2 % Boehringer's
blocking reagent, 250 pg/mL tRNA, 100 ug/mL Heparin) e estocadas a -20 °C. Para obtengao
de uma sonda senso, usada como controle negativo, fez-se uso da polimerase T7, juntamente

como os demais procedimentos supracitados.

Apbds desparafinizacdo, hidratacdo em séries de alcool e lavagem em PBS, as se¢des
de neonatos de gamba foram pré-tratadas com Proteinase K (10 pg/mL, Sigma Aldrich), a fim
de aumentar a acessibilidade aos acidos nucléicos. Tanto para imunohistoquimica quanto para
HIS, foram utilizadas se¢des de tronco, com o objetivo de avaliar a expressao do FGF4 em
outros tecidos, a fim de servir de controle positivo, uma vez que foi a primeira vez que essas
técnicas foram utilizadas para FGF4 em uma nova espécie-modelo. Ou seja, a presenca de
FGF4 em outros tecidos, que ndo os dentérios, puderam validar e atestar a fidedignidade dos
resultados. Seguiu-se a incubagdo em glicina 0,2% e a lavagem em PBS. As sec¢des foram
pos-fixadas com paraformaldeido 4% (PFA 4%) e novamente lavadas em PBS. A pré-
hibridizagao foi realizada com tampao de hibridizacao [formamida 50%, 5x SSC pH 4,5, 1%
SDS, 500 pg/mL tRNA (125 mg/mL), 200 pg/mL (25 mg/mL), 50 pg/mL heparina (10
mg/mL)] em banho-maria, a 55 °C, por 1 h. Ainda em banho-maria e a 55 °C ocorreram a
incubacdo com sonda, em periodo overnight. No dia seguinte, os cortes foram lavados em
SSC 1x pH 4,5, seguida de Solug¢ao X (formamida 50%, SSC 2x, SDS 1%, H,Opgpc), ainda a
55 °C, seguida de lavagens em PBT (PBS com Tween 20) e em MABT (4cido maleico 0,2 M,
NaCl 0,3 M, NaOH 0,4 M, H,Opgpc) a TA. O corte foi incubado por 1 h com BBR (Boehrin-
ger Blocking Reagent)/MABT 2% e por 2 h, a temperatura ambiente, com BBR/MABT 2%
acrescido de anticorpo anti-DIG-AP (Roche), na dilui¢do de 1:2000. Para a detec¢ao, foram
realizados banhos em MABT, NTMT (NaCl 5 M, Tris pH 9,5, MgCl, 2 M, Tween 20, Leva-
misole 1 M, HyOpgpc), NTMT (NaCl 5 M, Tris pH 9,5, MgCl, 2 M, Tween 20, Levamisole 1
M, HyOpgpc) acrescido de NBT (nitro blue tetrazolium)/Bcip (5-bromo-4-cloro-3-indolil-
fosfato) (2,5 uL/mL). A interrup¢ao da revelagdo foi realizada com banhos de NTMT, PBS e

PFA 4%. As laminas foram montadas em glicerol 80% em PBS.
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4.7- Microscopia e Documentacio

A andlise das laminas resultantes dos métodos histoldgico, imunohistoquimico e de
hibridizacao in situ e a captura digital das imagens foram realizadas no fotomicroscopio BX-

41 Olympus, acoplado ao sistema de captura Q-Color 3/Olympus.

Paraa andlise de morfologia macroscopica, os neonatos foram fotografados em estere-

omicroscopio Leica EZ4 HD, utilizando o sofiware LAS EZ versao 3.0.0.
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5- RESULTADOS

5.1- Analise da morfologia macroscopica dos neonatos em diferentes idades

Segundo Cutts et al. (1978), a medida de comprimento SR (rostro/inser¢do da cauda) ¢
um método seguro para estimar a idade de gambas jovens, porque ha um aumento uniforme
no comprimento corporal do neonato na bolsa durante as primeiras 10 semanas de vida pds-
natal, independente do sexo e do tamanho ou niimero de ninhadas (Oliveira et al., 1998). Os
neonatos de idades conhecidas de 0, 2, 5, 8, 10 e 14 dias coletados foram pesados, medidos e,
ainda vivos, fotografados em estereomicroscopio (Figuras 13 a 15, Tabela 4). Neonatos de 4
dias foram coletados, mas ndo foi possivel fotografd-los em estereomicroscopio nem fazer

medigoes.

A andlise da morfologia dos neonatos permite a observacdo de membros anteriores
bem desenvolvidos, em detrimento dos posteriores. O detalhe do membro anterior de um neo-
nato de 0 dia permite a observagdo de garras (Figura 14), utilizadas para que o animal escale

e alcance o marsupio apds deixar o utero materno.

Os dados de peso e comprimento dos neonatos do presente estudo corroboram com o0s
achados de Fonseca (1996; ver Quadro 1). As maiores discrepancias, ainda que pequenas,
ocorrerm para PO e P2 possivelmente devido ao nimero amostral. Como nem todas as amos-
tras foram pesadas e medidas, o nlimero amostral da tabela ndo corresponde ao niimero real-

mente utilizado nos experimentos.
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FIGURA 13. Fotografias ao esterecomicroscopio, mostrando, comparativamente, diferentes idades
pos-natais do gambda D. albiventris: 0 dia (A), 2 dias (B), 5 dias (C), 8 dias (D), 10 dias (E) e 14 dias
(F). Barra: 2 mm.

FIGURA 14. Fotografia ao estereomicroscopio, mostrando um dos membros anteriores de neonato de

0 dia de gamba D. albiventris, evidenciando a presenca de garras. Barra: 0,5 mm.
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Tabela 4. Valores médios de pesos e medidas do comprimento crista-occipital/inser¢do da cauda (CR)
e do comprimento rostro/insercdo da cauda (SR) para amostras de D. albiventris das idades pds-natais

0,2,5,8,10 ¢ 14 dias.

Nimero de
Idade (dias) Peso (g) CR (mm) SR (mm)
amostras
0 3 0,122 11 14,667
2 8 0,195 10,875 16,375
5 3 0,387 15,667 20,333
8 7 0,620 17,571 22,857
10 8 0,701 17,000 26,000
14 7 1,118 21,000 35,429
40- ~1.6 CR (mm)
354 -1.4 E3 SR (mm)
30- 1.2 Peso (g)
w
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FIGURA 15. Valores médios de pesos ¢ medidas do comprimento crista-occipital/inser¢do da cauda
(CR) e do comprimento rostro/inser¢do da cauda (SR) para amostras de D. albiventris em PO, P2, PS5,
P8, P10 e P14. Os comprimentos CR e SR, em milimetros, podem ser observados no eixo vertical a

esquerda, e o peso, em gramas, no da direita.

5.2- Caracterizacio histologica

As imagens obtidas, pela fotodocumentacdao a microscopia de luz, de laminas histolo-
gicas coradas em HE permitiram identificar as estruturas tipicas de um germe dentério, tais

como epitélio do germe, epitélios interno e externo do germe, reticulo estrelado, condensagao
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do ectomesénquima adjacente ao germe dentéario/papila dentéria, foliculo dentario, estrato
intermediario e nd do esmalte, nas fases de lamina dentdria, botdo, capuz e campanula (Figu-

ra 16).

Os germes molares dos gambas D. albiventris em PO foram encontrados na fase de
lamina dentéria. Foi possivel observar a proliferagcao do epitélio oral em direcdo ao ecto-
mesénquima (composto pelo mesénquima e células derivadas da crista neural), com a visuali-

zac¢do do limite da membrana basal (Figura 16A ¢ B).

Em P2 (Figura 16C ¢ D) e P4 (Figura 16E ¢ F), os germes dos dentes molares do
gambd foram encontrados na fase inicial e final de botdo, respectivamente. Nesta fase, ha o
desenvolvimento do epitélio no ectomesénquima e ocorre uma condensacao de células ecto-

mesenquimais — células derivadas da crista neural — em torno do botao.

O estagio inicial e final de capuz foi observado nos neonatos de gamba entre P5 (Fi-
gura 16G ¢ H) ¢ P8 (Figura 161 ¢ J); respectivamente. Em P5, os elementos formativos do
dente (como o 6rgdo dentdrio, a papila dentéria e o foliculo dentario) foram todos evidentes, e
o n6 do esmalte estava completamente formado. Nesse estagio, a histogénese epitelial torna-
se mais complexa, diferenciando-se em epitélio externo e interno do dente, reticulo estrelado e

n6 do esmalte.

Molares no estdgio inicial de campéanula foram encontrados em P10 (Figura 16K e L)
e em meados do estdgio de campanula em P14 (Figura 16M e N), respetivamente, com todos
os elementos que ja estavam presentes em P5 e P8. Em P10 e P14 foi possivel notar, adicio-
nalmente, a presenca de uma lamina dentaria secundaria vestigial (Figura 16K ¢ M, represen-
tada pelo algarismo 7), a qual sofrerd degeneracdo na fase final de campanula. Foi possivel
obervar que o reticulo estrelado aumentou seu volume emitindo prolongamentos mais distan-
tes (Figura 16M e N). As células do epitélio externo do 6rgdo do esmalte foram observadas
como cubicas, enquanto as do epitélio interno, como cilindricas baixas. Foi possivel observar
ainda poucas camadas de células pavimentosas que constituem o estrato intermediario (entre o
epitélio interno e o reticulo estrelado). Na papila dentaria, células externas em contato com a
membrana basal assumem uma forma colunar, enquanto as células centrais tomam uma apa-

réncia indiferenciada e ficam cercadas por numerosos vasos sanguineos.
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FIGURA 16. Fotomicrografias de amostras de neonatos de gamba coradas em HE. Germes dentarios
em maxilas (2 esquerda) e mandibulas (a direita) de neonatos de gambas encontram-se nas fases de
lamina dentaria em PO (A e B), inicio de botdo em P2 (C e D), final de botdo em P4 (E e F), inicio de
capuz em P5 (G e H), final de capuz em P8 (I e J), inicio de campanula em P10 (K e L) ¢ meados de
campanula P14 (M e N). eo = epitélio oral; co = cavidade oral; li = lingua; cabeca de seta = epitélio
dentario externo; * = n6 do esmalte; 1 = epitélio dentario; 2 = epitélio dentario interno; 3 = reticulo

estrelado; 4 = proliferacdo do ectomesénquima; 5 = papila dentaria; 6 = foliculo dentario; 7 = lamina
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dentéria secundaria vestigial; linha pontilhada: estrato intermediario; seta: membrana basal. Barras: 50

um (A-B) e 100 um (D-J).
5.3- Imunohistoquimica

O método imunohistoquimico foi utilizado para caracterizar o local € 0 momento de
expressdao de FGF2 (Figura 17), FGF3 (Figura 18) ¢ FGF4 (Figura 19) durante os estagios
do desenvolvimento dos germes de molares do gamba D. albiventris, tanto da maxila quanto

da mandibula.

5.3.1- FGF2

Em PO, foi observada marcagdo no epitélio oral e na condensagao do ectomesénquima,
tanto na maxila (Figura 17A) quanto na mandibula (Figura 17B). Em P2, ndo ocorreu mar-
cacdo no germe dentario (Figura 17C e D). Em P4, na maxila (Figura 17E), foi observada
marcacao no epitélio dentério, epitélio oral, condensagao do ectomesénquima e foliculo denta-
rio. J4 na mandibula (Figura 17F), a marcagdo ¢é presente, fracamente, no epitélio dentario,
condensac¢do do ectomesénquima, foliculo dentério e no epitélio oral. Em P5, a maxila (Figu-
ra 17G) apresenta-se positivamente marcada no n6 do esmalte, reticulo estrelado, foliculo
dentario, epitélios interno e externo do germe, estrato intermediario e epitélio oral, enquanto
nenhuma marcagdo foi detectada na mandibula (Figura 17H). Em P8 (Figura 171 ¢ J), no
final do estagio de capuz, encontram-se marcados os epitélios interno e externo, o foliculo
dentario, a papila dentaria e o epitélio oral. Na maxila, ainda, o FGF2 foi imunolocalizado no
n6 do esmalte e estrato intermedidrio. No inicio da fase de campanula, em P10 (Figura 17K e
L), ha marcagdo positiva em todos os elementos do germe dentario: ndé do esmalte, papila
dentaria, foliculo dentério, epitélio interno e externo, lamina dentaria secundaria, reticulo es-
trelado e estrato intermediario, além do epitélio oral. Em meados da fase de campanula, em
P14 (Figura 17M e N), observou-se marca¢do no reticulo estrelado, foliculo dentario, n6 do
esmalte, epitélios dentarios interno e externo, lamina dentaria secundaria, estrato intermedia-
rio e epitélio oral. Na mandibula, adicionalmente, ha marcagdo na papila dentéaria. Esses re-

sultados estdo resumidos na Tabela 5.
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Tabela 5. Imunolocalizagdo de FGF2 em varias estruturas dentarias nos sete estagios odontogénicos

estudados: lamina dentaria, botdo incial, botdo final, capuz inicial, capuz tardio, campanula inicial e

meados de campanula.

Lamina Botao Botdo Capuz Capuz Campanula Campanula
dentaria  inicial tardio inicial tardio inicial meados
Epitélio oral + + + + + +
Condensagdo do 4 .
ectomesénquima
Epitélio dentario +
Foliculo dentario + + + + +
Papila dentaria + + +
Reticulo estrelado + + +
N6 do esmalte + + + +
Epltéllo dentario . 4 . .
interno
Epitélio dentario 4 4 . .
externo
Lamina de’n.térla n n
secundaria
. Estrat.o’ . + + + +
intermediario

(+) Imunomarcag@o positiva para FGF2.

44



Maxila

AR "'\", LoF " i
s

Pl #
4%



Controle

46



FIGURA 17. Imunolocalizagdo de FGF2 em germes dentarios de neonatos de gamba. Os germes den-
tarios encontram-se nas fases de lamina dentaria em PO (A e B), inicio de botdo em P2 (C e D), final
de botdo em P4 (E ¢ F), inicio de capuz em P5 (G e H), final de capuz em P8 (I e J), inicio de campa-
nula em P10 (K e L) e meados de campanula P14 (M e N). (O e P) Controles negativos. Imagens obti-
das ao microscopio optico. Barras: 50 um (A-B) e 100 pm (C-P).

5.3.2- FGF3

Em PO (Figura 18A e B), FGF3 foi detectado no epitélio oral, no epitélio dentério e na
condensagdo do ectomesénquima. As mesmas estruturas foram positivas nos germes de neo-
natos em P2 (Figura 18C ¢ D). Em P4 (Figura 18E ¢ F), FGF3 ndo foi detectado em niveis
significativos, resultado confirmado em triplicatas bioldgicas. Em P5 (Figura 18G ¢ H),
FGF3 pode ser novamente detectado no epitélio oral, né do esmalte, foliculo dentario, epitélio
dentario interno e externo, e reticulo estrelado, além de uma fraca marcacdo na papila dentaria
nos germes da maxila. Em P8, todos os elementos dos germes dentarios encontraram-se posi-
tivamente marcados (Figura 18I e J): n6 do esmalte, papila dentaria, foliculo dentario, epité-
lio dentario interno e externo, reticulo estrelado e estrato intermediario, além do epitélio oral.
Em P10, FGF3 foi detectado em todos os elementos dos germes dentarios (Figura 18K ¢ L).
Em P14, na maxila (Figura 18M), FGF3 foi detectado fracamente em todas as estruturas den-
tarias, enquanto na mandibula (Figura 18N), no entanto, nenhum sinal para FGF3 pode ser

detectado. Esses resultados estdo resumidos na Tabela 6.
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Tabela 6. Imunolocalizagdo de FGF3 em varias estruturas dentarias nos sete estagios odontogénicos
estudados: lamina dentaria, botdo incial, botdo final, capuz inicial, capuz tardio, campanula inicial e

meados de campanula.

Lamina  Botdo Botdo Capuz Capuz Campanula Campanula

dentaria  inicial tardio inicial tardio inicial meados
Epitélio oral + + + T +
Condensagdo do + 4
ectomesénquima
Epitélio dentario + +
Foliculo dentério + + + +
Papila dentéria + + + +
Reticulo estrelado + + + +
N6 do esmalte + + + +
Epltgllo dentario N N . N
interno
Epitélio dentario N N N N
externo
Lami —
amina de’nj[arla . R
secundaria
. Estrat.o, . N N N
intermedidrio

(+) Imunomarcagao positiva para FGF3.
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nula em P10 (K e L) e meados de campénula P14 (M e N). (O e P) Controles negativos. Imagens obti-
das ao microscopio Optico. Barras: 50 pm (A-B) e 100 um (C-P).

5.3.4- FGF4

Em PO (Figura 19A e B), foi observada marcagdo no epitélio oral, epitélio dentario e
condensag¢ao do ectomesénquima. Em P2 (Figura 19C e D), foi observada marcagdo no epité-
lio oral e condensagdo do ectomesénquima, mas apenas na mandibula o epitélio do germe
também estava marcado. Em P4 (Figura 19E e F), foi observada marcagdo no epitélio oral,
condensagdo do ectomesénquima e foliculo dentério; porém, o epitélio do germe apresentou-
se marcado apenas na mandibula. Em P5, na maxila (Figura 19G), observa-se marca¢ao no
no6 do esmalte, foliculo dentario, reticulo estrelado, epitélio dentéario externo e epitélio oral. J&
na mandibula (Figura 19H), hd pouca marcacdo no epitélio oral, reticulo estrelado e em parte
do foliculo dentario. Em P8 (Figura 191 e J), FGF4 foi imunolocalizado no epitélio oral, epi-
télios dentarios interno e externo, foliculo dentario, reticulo estrelado, papila dentaria e n6 do
esmalte; embora na mandibula ndo tenha ocorrido marcagao no epitélio dentario externo. Em
P10 (Figura 19K e L), o epitélio oral, o foliculo dentario, o n6 do esmalte e a papila dentaria
encontram-se positivamente marcados, apesar de apenas a maxila apresentar os epitélios den-
tarios interno e externo, o reticulo estrelado e o estrato intermediario também marcados. Em
P14 (Figura 19M e N), observou-se marcacao no epitélio oral, n6 do esmalte, epitélios denta-
rios interno e externo, foliculo dentario, reticulo estrelado, 1amina dentaria secundaria; adicio-
nalmente, a papila dentaria estd marcada apenas na mandibula e, na maxila, o estrato interme-

diario com fraca marcacao. Esses resultados estdo resumidos na Tabela 7.
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Tabela 7. Imunolocalizagdo de FGF4 em varias estruturas dentarias nos sete estagios odontogénicos
estudados: lamina dentaria, botdo incial, botdo final, capuz inicial, capuz tardio, campanula inicial e

meados de campanula.

Lamina  Botdo Botdo Capuz Capuz Campanula Campanula

dentaria  inicial tardio inicial tardio inicial meados
Epitélio oral + + + + + + +
CondensAagaq do n N N
ectomesénquima
Epitélio dentario + + +
Foliculo dentario + + + + +
Papila dentéria + + +
Reticulo estrelado + + + + +
N6 do esmalte + + + +
Epltgllo dentario N . N
iterno
Epitélio dentario N N . N
externo
Lamina dentaria N
secundaria
' Estrat-o’ . . N
intermediario

(+) Imunomarcagao positiva para FGF4.
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FIGURA 19. Imunolocalizagdo de FGF4 em germes dentarios de neonatos de gamba. Os germes den-

tarios encontram-se nas fases de lamina dentaria em PO (A e B), inicio de botdo em P2 (C e D), final
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de botdo em P4 (E e F), inicio de capuz em P5 (G e H), final de capuz em PS8 (I e J), inicio de campa-
nula em P10 (K e L) e meados de campénula P14 (M e N). (O e P) Controles negativos. Imagens obti-
das ao microscopio Optico. Barras: 50 pm (A-B) e 100 um (C-P).

5.4- Clonagem e sequenciamento de FGF3 e FGF4 de D. albiventris

Mesmo com as tecnologias mais modernas de sequenciamento de proxima geragao
disponibilizadas nos tltimos anos € com o aumento do interesse no uso como modelo animal,
o gamba D. albiventris ainda nao teve seu genoma (DNA) e/ou transcriptoma (RNAm) com-
pletamente sequenciado. A auséncia da informac¢do de sequéncia especifica dessa espécie li-
mita o uso deste animal como modelo, especialmente nos estudos que envolvem os mecanis-
mos moleculares reguladores da odontogénese. Foi por esta razdo que se decidiu clonar e se-
quenciar FGF3 e FGF4 expressos em D. albiventris. Mais uma vez, FGF2 nao foi alvo dos
métodos moleculares deste trabalho, porque ja havia sido sequenciado anteriormente e sua

sequéncia disponibilizada no GenBank (G1:119524025).

5.4.1- FGF3 e FGF4

Para o desenho dos oligonucleotideos, as sequéncias de FGF3 e FGF4 de algumas es-
pécies foram alinhadas para fins comparativos (Figura 20). A sequéncia de Monodelphis do-
mestica foi escolhida por ser uma espécie mais proxima de Didelphis albiventris (Cardillo et

al., 2004).

5.4.2- Desenho dos pares de oligonucleotideos

Como nao hé informac¢ao molecular espécie-especifica, o desenho dos pares de oligo-
nucleotideos exige a tarefa preliminar de busca por sequéncias que possam ser utilizadas co-
mo molde nos bancos de dados (GenBank e Ensembl). A partir do alinhamento obtido com as
sequéncias de FGF3 disponiveis para camundongo (Mus musculus), rato (Rattus norvergicus),
galinha (Gallus gallus) e gamba (Monodelphis domestica) foi possivel observar a dificuldade
em se obter regides consenso com no minimo 20 pb, necessario para o desenho do oligo (Fi-
gura 20). A mesma dificuldade foi encontrada para FGF4, de interesse deste estudo (Figura
21). Como os alinhamentos ndo contribuiram para a identificacdo de regides consenso para o
desenho dos oligonucleotideos, os mesmos foram entdo obtidos com base apenas na sequén-

cia disponivel para a espécie mais proxima, M. domestica.
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HusnusculusFgf3
RattusnorvegicusFGF3
GallusgallusFGF3
Honodelphisdonestica
Consensus

H 1lusFegf3

1 10 20 30 40 50 1] 70 80 90 100 110 120 130
| I
CGAGCCGECCTRGLGCGLAGGCGTRTGCTCCCAGCGCCGCGCCTTCGTGAGACCCGCGCTRECGCAGCAGCCGCTRCGGGCGRGCGEEATGLCGGGATGGGCCTGATCTGGLTTCTGLTGELTCAGCTTGE

ATGGGCCTGATCTGGCTTCTGCTGCTCAGCTTGL
ATGCTCGTGATCTGGCTCCTGCTGCTCGLCCTGL
ATGGTCCTGATCTGGCTCCTGGTGTTCAGTCTGL

teseserseseseteeterenttsteertttesttsesertettstestetresttsestrsestssssrssrensrsessrsnsrssrensesesNIEECCTEATCTGGCTELTGeTGeTCagecTG

131
|

140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250 260

|
CGACTACGACGCGATGLGEGGCGECCGTEETGGLGTTTACGAGCACC TCGGCGGGECGCCACGELG

Rat.L.

TG: CCAGCTGGCCAACTACGGGGCCCGGEAC

egicusFGF3
GallusgallusFGF3
Honodelphisdonestica
Consensus

HusnusculusFgf3
RattusnorvegicusFGF3
GallusgallusFGF3
Honodelphisdonestica
Consensus

HusnusculusFegf3
RattusnorvegicusFGF3
GallusgallusFGF3
Honodelphisdonestica
Consensus

HusnusculusFgf3
RattusnorvegicusFGF3
GallusgallusFGF3
Honodelphisdonestica
Consensus

HusnusculusFgf3
RattusnorvegicusFGF3
GallusgallusFGF3
Honodelphisdonestica
Consensus

HusnusculusFgf3
RattusnorvegicusFGF3
GallusgallusFGF3
Honodelphisdonestica
Consensus

HushusculusFef3
RattusnorvegicusFGF3
GallusgallusFGF3
Honodelphisdonestica
Consensus

HusnusculusFgf3
RattusnorvegicusFGF3
GallusgallusFGF3
Honodelphisdonestica
Consensus

HusnusculusFgf3
RattusnorvegicusFGF3
GallusgallusFGF3
Honodelphisdonestica
Consensus

TG CCGGCTGGCCAGC TACGGGGCCCGGEACT CGACTTCEACGCEATGCEGGCGGCCGTEECEGCETTTACGAGCACC TCGECEGGECGCCCCGRLG
TGCCCGAGCCGLGCETCCCGGCCGCTACGECCTCCCCGAGGGE CCGCGEGEATGCEEGGGEGCGCGECGGLETCTACGAGCACC TCGEGGGAGCECCCCGLCG
TCC---ATCCCAGCGEGCAGGCGECATGGECCCCCCGGGAGGCGEAGGCTEGEECCCTCGAGGGCCGGCTCCETAGEEATGCCGGGGECCGAGECGETETCTACGAGCACCTCGECGGAGCGCCTCGRLG
Tg...gAallcablogpleagltalepeBellEeeach, soverersssssnssssssessss s CpactelgacheGATRCERGEGGECGLGECGGEETe TACGAGCACCTCGECGGAGCGCCCLGEE

261 270 280 290 300 310 320 330 340 350 360 370 380 390
I |
CCGCARGCTCTACTGCGCTACCARGTACCACCTCCAGCTGCACCCAAGCGGCCGCGTGARCGGCAGCCTTGAGAR-——CAGCGCCTATAGCATCCTGGAGAT TACTGCGGTGGARGTGGGLGTGHTGGEL
CCGCARGCTCTACTGCGCTACCARGTACCACCTCCAGCTTCACCCGAGCGGCCGCGTGARCEGCAGCCTTGAGAR-—CAGCGCCTATAGCATCCTGGAGATTACTGCTGTGGAGGTGGGLGTGGTGGOC
CAGGARGCTCTACTGTGCCACCARGTACCACCTGCAGATCCACCCCGGCGGCARGATCARCEGCACCTTGGAGARARACAGCGTCTTCAGTATCCTTGAAATARCTGCTGTTGATGTCGGGATCGTCGET
CAGGARGCTCTATTGCGCCACCARGTACCACCTGCAGATCCCCCCCAGCGGCCGGETCAGCEGCAGCCTGGAGAR-—CAGCGTCTACAGCATCCTAGAAATCACTGCAGTGGAGGTTGGARTCGTGGCC
CaGcARGCTCTACTGeGCcACCARGTACCACCTeCAGaTcLalllcaGlGECcgcg TcAACEGCAgLcTeGAGAR, . ,CAGCGCCTacAGEATCCTeGAaATLACTGCLGTgGAgGTgGhcalcGTgGle

391 400 410 420 430 440 450 460 470 480 490 500 510 520

1 1
ATCARRGGGCTCTTTTCTGGGCGG TACCTGGCCATGAAL GGCTGTATGCTTCGGATCACTACARCGCAGAGTETGAGT TTGTGGARCGGATCCATGAGCTGGGCTACARTACATATGCTT
ATCARRGGGCTCTTTTCTGGGCGGTACCTGGCCATGARCAAGAGAGGACGEC TGTATGCTTCGGAGCACTACAACGCAGAGTETGAGT TTGTGEARCGGATCCACGAGCTGGGTTACARTACATATGCTT
ATCARGGGCTTGTTCTCTGGCAGATACCTGGCCATGAACAAARGGGGCAGEC TTTATGCATCAGAGARCTATARCACAGAATETGAGT TTGTGEAGAGGATTCATGAACTGGGCTACARCACCTATGCAT
ATCARGGGACTGTTTTCTGGACGATATCTAGCAATGAACAAACGGGGARGACTTTATGCCTCGGAGARTTACAATGCTGAGTETGAGT TTGTTGAGCGACTACATGAGC TGGGCTACARCACCTATGCCT
ATCARaGGgcTeTTETCTGGgcGaTAcCTgGCcATGAACARaaGatGaabgCTgTATGCL TCgGAgaAc TACARcgCaGAg TRTGAGTTTGTg6AacGgaTcCALGAgCTGGGeTACAACACaTATGCET

521 530 540 550 560 570 580 530 600 610 620 630 640 650
1 1
CCCGCCTGTACCGCACAGGGTCCAGTGGGCCAGGAGC TCAACGGCARCCTEGTGCCCAGAGACCTTGGTACGTGTCGGTGARTGGCAAGGGTCGGCCACGCAGGEGE TTCARGACCCGCCGCACACARRR
CCCGCCTATACCGCACGGGEGCCCAGTGGECCAGGGECTCEACGGCAGCCTEGTGCCCAGAGACCTTGGTACGTGTCTGTGARCGGCAAGGGTCEGCCACGCAGGEGC TTCARGACCCGCCGCACACAGAR
CCCGTCTGTACCGAACTGTACCCAGTGGAGCCAGCACCARGCGCARAGCCAGTGCGGAGAGACTCTGGTACGTCTCAGTCARTGGGAAAGGACGACCCAGGAGGEGC TTTARAACACGCAGGACACAGAA
CCCGCCTGTACAGAACAGCCCCCAGCGATACTGGGGCCABGCGCANAGCCAGTGCCGAGAGACTCTGGTATGTCTCCATCARTGGGAAAGGCCGACCCAGGAGGEGC TTTARARCCCGCCGGACCCAGAR
CCCGeCTgTACchaACabggcCCAGL GggelaghgglcaaalbcalacCocaGTGCecAGAGACcc TEGTACGTCTC, gTcAAL ChaCC: TTcARaACcCGCcGeACaCAgAR

651 660 670 680 690 700 710 720 730 40 790 760 Fri 780

|
AGAGC
AGAGC

(| AGCCAGCCCAGGCAGCGGAGRC
(| AGCCAACCCAGGCAGCGGAGRC

1

GTCCTCTCTCTTCCTGCCCCGAGTGCTGEGCCACARGGACCATGAGATGGTGCGGL TGCTGCAGAGTAGCCAGCCACGA
GTCTTCTCTCTTCCTGCCCCGAGTGCTGGEGTCACARGGACCATGAGATGGTACGGL TGCTGCAGAGTGGCCAGCCACAR
ATCCTCCCTCTTTCTGCCCAGAGTATTGGATAGCARAGACCATGARATGGTCCGACTTTTCCACACAAATGTGA:
GTCTTCTCTCTTCTTGCCCCGAGTCCTGGATARTARAGATCACGAGATGGTCCGACTCTTCCATTCCAGCCTCC:
gTCeTCLCTCTTec TGCCCcGAGTgcTGGat aacAAaGAcCAL GAgATEGTCCGal TeeTelAgact A e CafC s srerrrssssrsasrsssstsssssstsesrssssrsrssssrsesrssnnts

781 790 800 810 820 830 840 a50 860 870 880 890 900 910
| |
CCARGTGATCATGGCARGATGGAGACTTTGTCTACCAGGGCCACTCCARGCACCCAGCTGCATACAGGTGGACTGGCTGTGGCCTGAGTGGCCACCTGGAARGCCCTCTGAGACCAACTCCAGTGGGCAC
CCAGGTGATCATGGCARAATGGAGCATTTGCCARCCAAGGCCACTACARGCGCCCARCTGGATACAGGGGGACTGGCTATGGCTTGA

GATACCGAGAGAGCCTCCTGARGCCTCC.
GGTACAGGEAGAGCCTCCGGARGCCAGT:

B T T T T T T T T LT T TT TR = . 2oL LT e L L T P

911
| |
CCAAGATTCACTTEGAGCCCTGGCCTCCCCACCCTTGTCTTTGGGCTGGCTGCT TGGGGGACCARGARCT TECATGCCTTTTACAGCTTTCARAGAGCARGT GCCAGCTGCTARGGGGCTTGAGTCAGAG

CAGTARGAACCAGAG
AGARATGAGAG

PP -1 I L T L AT )

1060 1070 1080 1090 1100 1110 1120 1130 1140 1150 1160

920 930 940 950 960 970 980 990 1000 1010 1020 1030 1040

1041 1050 1170
I |

ACTCTGGARGACTCGARGTTCARGATGTATGTGGAGTTACAT TTCTTATTACAGGGGTCATCCTARTCCCGGATGGAGCCCAGCCARTGGCAGTCAGTCCTGGCAACCTGAGGCAGTGGAC

GAGARGGAGAGGACGCTGA
ARAGAGGAGGCAGGGACATTT: GCCAGTTCTGGARGCCGGC) C

B T T

1171 1180 1190 1200 1210 1220 1230 1246243
|

CGTGGAGEEGGCTGTGATTCACACATTARAGGTGTCTTTCTGTCTTGCTATTTAAI

CGCCCGABRTTCCCTCTATGCARGCATCARGCCCTCCGGGGACATTCTGA

FIGURA 20. Alinhamento de sequéncias de FGF3 de Monodelphis domestica (Gl 312861894), Mus
musculus (Gl 158517906), Rattus norvegicus (Gl 18496376) e Gallus gallus (Gl 46048689). Fonte:
GenBank do NCBI, disponivel em http://ncbi.nlm.nih.gov/BLAST. O alinhamento foi feito utilizando

a ferramenta MultAlin, disponivel em http://multalin.toulouse.inra.fr/multalin/multalin.html.
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1 10 20 30 40 50 60 0 80 a0 100 110 120 130

1 1
GCGCGGEGACTATCCCGCCACCGTTGCGTCCCTATTTGCTCTCGCTACTTAGGTCTGTGCGCAGCACTCACCGAACTCACGGCCCGCAGCTCGARCTCACGCACGGLCCGCGGGCCGEGATGGCGARACG

HusnusculusFGF4
RattusnorvegicusFGF4 ATGGCGARGCG
GallusgallusFGF4
Honodelphisdonestica GGCCCGGCTCCCGGGGGAGAGGARGE
COMSEMSUS 4 avsssnsrasssssnsrassstssssessssssstestssststestssstssetsststssetsststssetsststssettsrssssnstssrsssssrssrssssssassssssssdLggCgaaacy
131 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250 260
1 1
HusnusculusFGF4  CGGGCCGACCACAGGGACGCTGCTGCCCAGGGTCCTGCTGGCCCTGETGGTGGCCCTGGCGGACCGAGGGACCGCCGCACCCARCGGCACGCGGCACGCAGART TGGGGCACGGL TGGGACGGL--~TTG
RatbusnorvegicusFGF4 CGGGCCGACTACAGGGACGCTGCTGCCCGGGGTCCTGCTGGCCCTGGTGGTGGCCL TRGLGGACCGAGGGACCGCCGCACCCAACGGCACGCGGCACGCCGAAT TRGEECACGGL TGEGACGGL---CTG
GallusgallusFGF4  ATGCTCTCCGCCGCGGCGCTGCTACCGGCGCTGCTCCTGGGGLTGCTGTGGCCGEGGECGGTGLGCGGCCGECCGCCCCCGAGCCGCCTCCCCCCCGGACCCCGCCAGCGECGLCTGRGACECGGCTCTC
Honodelphisd ica AG:
C gggccg getbgeeoggggtoctgebggeect ggbggtagocct goog o gc.gaatbggggcacgg ...cbg
261 270 280 290 300 o 320 330 340 350 360 370 380 390

HusnusculusFGF4
RattusnorvegicusFGF4
GallusgallusFGF4

| 1
GTGGCCCGCTCGLTGGCACGLLTGCCGETGGCCGLGCAGCCCCCGCAGGLGRLGETCCGCAGCGGLGCAGGGGAC TACCTGCTGGGLCTCAAARGGE TTCGGCGGETCTACTGCARCGTGGGCATCGGAT
GTGGCCCGCTCGCTGGCACGCTTGCCGGTGGCCGCGCAGCCCCCGCACGCGRCEETCCGCAGCGGGGCAGGEGACTACCTGCTGGGCCTCARARGGL TGCGGAGACTCTACTGCARCGTGGGCATCGGAT
TTCGCCCRCTCCGTGGCACGTCTCCCGGOC GCCGLGACGCCGL--——————-! CCGCGACBGCGACTACCTCCTGGGCTACARGCGGCTGCGGCGTCTCTATTGCARCGTGGGCATCGGLT

Honodelphisd ica
C

CTCARCAGGGACGGGGACTATCTGC TGGGCATCARGAGACTACGCCGCCTCTACTGCAACGTGGECATCGGET

ot coct gocpptpp

HusnusculusFGF4
RattusnorvegicusFGF4
GallusgallusFGF4
Honodelphisdonestica
Consensus

HusnusculusFGF4
RattusnorvegicusFGF4
GallusgallusFGF4
Honodelphisdonestica
Consensus

HusnusculusFGF4

RattusnorvegicusFGFd

GallusgallusFGF4

Honodelphisdonestica
C

+»+ sCpcaglehich TAcCTgCTGEGECet CARaaGel TgLhgch , CTCTACTGCARCGTGGECATCGGAT
470 480 430 500 510 520

391 400 410 420 430 440 450 460

| 1
TCCACCTGCAGGTGCTGCCCGACGGCCGCATCGETGGTGTGC-ACGCAGACAL AGTCTTCTGGAGCTCTCTCCGGTGCAGCGAGGCGTGGTGAGCATCTTCGGAGTGGCCAGCCGRTTCTTCG
TCCACCTGCAGGTGCTGCCCGACGGCCGCATCGECGETGTGCCACGCGGACACGAGGGACAG-————————————————————| CAGCGGGETGTGGTGAGCATCT TCGGAGTGGCCAGCCGGTTCTTCG
TCCACATCCAGGTCCTGCCCGACGGCCGGATCGACGGGAT-CCACAGCGAGARCCGATACAGTCTGCTGGARATCTCCCCTGTGGARAGAGGAGTGGTGAGCATATTTGGTGTTAGARGTGGACTCTTCG
TTCACCTCCAGGTCCTGCCCGATGGCCGCATCARCGGTGT TC-ACAACGAGARCCGCTACAGTTTGCTGGAGCTGTCGCCGETGGAGCGEGGAGTCGTGAGCCTCTTTGGGGTCARARGTCGTCTTTTCG
TeCACcTeLAGGTeCTRCCCGACGGLCGeATCgachbtgTgl  ACaccGAcAacabggACAGE cbgct gpagctete, copgbecAgebabhabTgGTGAGCaTeTTeGhabTgacalGechgeTeTTCG

521 530 540 550 560 570 580 590 600 610 620 630 640 650

1 1
TGGCCATGAGCAGCAGGGGCARGCTCTTCGGTGTGCCTTTCTTTACCGACGAGTGTARRT TCARAGARATACTTCTGCCCAACARCTACAACGCCTACGAATCCTACGCGTACCCCGGTATGTTCATGGC
TGGCCATGAGCAGCAGEGGCAAGCTCTTCGGTGTGCCTTTCTTTACCGACGAGTGTAART TCAAAGARATACTTCTCCCCAACARCTACAATGCCTACGAGTCCTACGCATACCCGGECATGTTCATGGE
TGGCCATGARTAGCARRGGCARACTCTATGGATCTACCCATGTCARTGATGAGTGCARRT TCARAGAGATCCTCCTGCCARACARCTACAATGCTTACGAATCCAGGATTTATCCCGGGATGTACATAGC
TGGCCATGARCAGCARGGGCARACTCTACGGCTCGCCCTACTTCARTGACGAGTGTACCT TCARAGAGATTCTCCTGCCCARTARCTACARTGCCTACGAGT CCCGGCAGTATGTGEECATGTACATCGE

TGECCATGAacAGCAagGGCARACTCTachGtgecgeleback Teh, TGLAaaTTC TaCTcCTgLL TACAALGCcTACGRaTCCtacgegTAccccGGeATGTaCATgGE
651 660 670 680 690 700 710 720 730 740 750 760 FI0 780
| I
CCTCAGTAAGAACGGGCGGACC CGAGTGTCGCCTACCATGARGGTARCCCACTTCCTTCCTAGACTGTGACCCTCCGEAGCCCTGCCTCAGCCTCRGARGCACACCCTACCCCTCAGG

CCTCAGTAAGAACGGGCGGACCARGARGGGGAACCGAGTTTCGCCGACCATGARGGTARCCCACTTCCTTCCTAGACTGTGA
CCTGAGCAARAAL AATARRGTATCTCCCACARTGACGGTGACACATTTTCTTCCTAGAATCTGA
CCTGAGCARAAATGGARGAALC

HusnusculusFGF4
RattusnorvegicusFGF4
GallusgallusFGF4
Honodelphisdonestica
Consensus

HusnusculusFGF4
RattusnorvegicusFGF4
GallusgallusFGF4
Honodelphisdonestica
Consensus

HusnusculusFGF4
RattusnorvegicusFGF4
GallusgallusFGF4
Honodelphisdonestica
Consensus

HusnusculusFGF4
RattusnorvegicusFGF4
GallusgallusFGF4
Honodelphisdonestica
Consensus

HusnusculusFGF4
RattusnorvegicusFGF4
GallusgallusFGF4
Honodelphisdonestica
Consensus

HusnusculusFGF4
RattusnorvegicusFGF4
GallusgallusFGF4
Honodelphisdonestica
Consensus

HusnusculusFGF4
RattusnorvegicusFGFd
GallusgallusFGF4
Honodelphisdonestica
Consensus

HusnusculusFGF4
RattusnorvegicusFGFd
GallusgallusFGF4
Honodelphisdonestica
Consensus

HusnusculusFGF4
RattusnorvegicusFGF4
GallusgallusFGF4
Honodelphisdonestica
Consensus

Lbogee, accabgaaggbaacccactbecbboohagackgbea v u i iiassssssssntsstssssstsstssssstsssssssnssas

781 790 800 810 820 830 840 850 860 870 880 890 900 910

| |
AGGAGCACTTTCTCTCGATGGAGAATTGTTTGCARARARACTGGTCTARGATATTTAARTTATTTARATATGTATATATGGACGCCCAATTATTTATAATTTTATGTATTCTCATTTTCGGEGGGEEGGA

a1 920 930 94 950 960 970 980 990 1000 1040 1020 1030 1040
1

1
TATGACCARAAGARCARACARATTGCAGCTCAGACCTCTTTGGARTAGCGGARCAGACTTCTTTCTTCACTATCARAGATATGGGTGTGATGCTGTTTCATGTGTGCCTCTARAACTTGGTGACATCAGT

1041 1050 1060 1070 1080 1090 1100 1110 1120 1130 1140 1150 1160 1170

1 1
TTCCARGGGTGCCTGECCTGTARCTGGAAAGGCC TGCCTGGGACCTCTGAGGCAGTGAGARGGACCCTGAGCGTTCCCGATCGGGAGCATTCTGCCGTCECCGCTCCCTCTGCTTCCTTTGGTATGAACC

1171 1180 1190 1200 1210 1220 1230 1240 1250 1260 1270 1280 1290 1300

| I
CTGTCGGATCGGTTTACTCCAGGGACAGARGTCCTCCCGCCTCTGTTTTTAGATCTCCARGACTGATCTTTGARCTCTCTTGCAGTCARTCATCTTCTTGGACCTACCGGATAGGAGACCCTTAGACARC

1301 1310 1320 1330 1340 1350 1360 1370 1380 1390 1400 1410 1420 1430
| I

TTTATAARCTCCTGTTTGCCATTTTTGGACTGGCCARCAGGGCACGTTGCTTGTAGCCACTGEARCTTTGCTTTTCTGGAGAGGARCTAGGAATGGACARGAGGGTGTGTGCGCTCGCCACAACTCARAA

1431 1440 1450 1460 1470 1480 1490 1500 1510 1520 1530 1540 1550 1560

CTCTGGEGATGARATTCTGTTTTGTGATAGAGGATGATTTGT TGGGATATARCAATGTATTTTGCARGAAT CARAC TGAGAARAACAGGCTTCCCTGRAATATGGGARGCTTTGTGCTGGAACTCCATART

1561 1570 1580 1530 1600 1610 1620 1630 1640 1650 1660 1670 1680 16390

| I
TTARGGGTGAGCTGCCCTTTCCCACCCCAGGCAGCCTTTATGCAGGCAGACTGCAGGAGTCCGARTTCCAGTGCTGCCCCARGGTGARGGARTTCTATCCCCATCTACCTCAGAGTTCCTGAGACCCTGG

1691 1700 1710 1720 1730 1740 1750 1760 1770 1780 1790 1800 1810 1820
| I

TGACTAAGCTGGAGGCTCTGCTGGGTGCATCTGCCTGCTTCTCTTCCACATGTAGTATCTGGACCCTTGTCACGTTCCAGCTATCTTTACCCARTGATTTACTTTTAGTARGGGGTATTCATGGTGAARA

1821 1830 1840 1850 1860 1870 1880 1890 1900 1910 1920 1930 1940 1950

TATGCACGACCAGCTGTCGGAGTGCACTATATGGTCACCARGTCARGTAACCCTTATATTTTTCTTTATATATTTTACGARTGTAACCCCTGTCACTGAGACCARAATGGARGAGCAGGGTCGGTGGEAT
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HusnusculusFGF4
RattusnorvegicusFGFd
GallusgallusFGFd
Honodelphisdonestica
Consensus

HusnusculusFGF4
RattusnorvegicusFGFq
GallusgallusFGFd
Honodelphisdonestica
Consensus

HusnusculusFGF4
RattusnorvegicusFGFd
GallusgallusFGFq
Honodelphisdonestica
Consensus

HusnusculusFGF4
RattusnorvegicusFGF4
GallusgallusFGFd
Honodelphisdonestica
Consensus

HusnusculusFGF4
RattusnorvegicusFGFq
GallusgallusFGF4
Honodelphisdonestica
Consensus

HusnusculusFGF4
RattusnorvegicusFGF4
GallusgallusFGFq
Honodelphisdonestica
Consensus

HusnusculusFGF4
RattusnorvegicusFGF4
GallusgallusFGF4
Honodelphisdonestica
Consensus

HusnusculusFGF4
RattusnorvegicusFGFq
GallusgallusFGF4
Honodelphisdonestica
Consensus

HusnusculusFGF4
RattusnorvegicusFGFd
GallusgallusFGFd
Honodelphisdonestica
Consensus

FIGURA 21.

1951 1960 1970 1380 1390 2000 2010 2020 2030 2040 2050 2060 2070 2080

| |
TTRAARARAAGGGC TGAGGTGAGGGAGARCAATTARTTTTAATGARTGACTTTGGAGTTTATACARAATGACCTTAGCTCGCTTCAGGGAATGCTTCTCCCCARGATGTTARGACTCTGLTGGGAGACTT

2081 2090 2100 2110 2120 2130 2140 2150 2160 2170 2180 2190 2200 2210
| |
CTGAGCARCCTCCCGARTTAACTTTATGGGAGGC TACAGACAGCARGACTGGARRATCTCATTGGCATTTTTTTTTTTTGTCTTTCACATTCCTTTAGARARCTCTTTGTTTGGATGCTARTGGGATACT
2211 2220 2230 2240 2250 2260 2270 2280 2290 2300 2310 2320 2330 2340
| |
TAAAATACTATTCTGTACCACAGCCCAAGATGGARGAAGCCACACCCCARAGCTGAGGTGGEAGCTCCTCCCARRCTTCCTTTCTGTCTGGTGGCTCACAGGACARTARGATTTTGTGTTTTTTARRTCC
2341 2350 2360 2370 2380 2390 2400 2410 2420 2430 2440 2450 2460 2470
| |
AGGCCCTAGGCTCCARGAGTGTTGAGGEAGAAGACAGTTGARATGTCTTTTCTTCTTGTTATTTTCT GGTCTCATAGCCCAGGCTGTACCTGARCTTGCTATGTCACTAAAGATGACCTTGAAT
2471 2480 2430 2500 2510 2520 2530 2540 2550 2560 2570 2680 2590 2600
1 1
TTCTGATCCTCTTGCCCCATTTCCTAGTGCTAAGGT TACAGGCAT TGCCCACCACGCCCACTCCTTAGGTGCTGGGAAT TGARRTCARGTGCCTGCCAGGCCACTCCACAGAGATAGGCCTCCCTCTTTT
2601 2610 2620 2630 2640 2650 2660 2670 2680 2690 2700 2710 2720 2730
| |
TTGTGGGGGEAGGAAATGTGEGGTCTTACTCTGTAGCCAAGGC TEGGCCTACTGCT TGAGCCCARGTGTTGAGAC TACAGGTAGARGGCACCTGCCCTGTTCTGATGGGATTCTCTGCAGCTATGTTGCTTC
2731 2740 2750 2760 2770 2780 2790 2800 2810 2820 2830 2840 2850 2860
AGGCAGGCTGTGGTCCTACCTGACACCTATTACCTGTTTCTTCAGCCAGCTAGCTCCCTTTCCTGCGCCCAGGGACARGACTGTATCTTTGGAATTTTGTTACCAGARTGGGTTTGATGTTTCTGCTCTG
2861 2870 2880 2890 2900 2910 2920 2930 2940 2950 2960 2970 2980 2990
1 1
TATCTGCCACTGTTACCGAGTCGGTCTGTAGTTACTACAGGTGTCGACCCAGAGATAGTATGTGCTATGCACACTGGATGCTCCATCCARAGAGARGCATTCARTCATGTATAGACAGCCCCATGGACTG
2991 3000 3010 3020 30303034

ATGGGARTGATTGGGAGAGATATTARAATGACARACGTGTCTGL

Alinhamento de sequéncias de FGF4 de Monodelphis domestica (Gl 312861902), Mus

musculus (Gl 158508679), Rattus norvegicus (Gl 29789302) e Gallus gallus (Gl 71895928). Fonte:
GenBank do NCBI, disponivel em http://ncbi.nlm.nih.gov/BLAST. O alinhamento foi feito utilizando

a ferramenta MultAlin, disponivel em http://multalin.toulouse.inra.fr/multalin/multalin.html.

5.4.3- RT-PCR

Um cDNA foi sintetizado a partir de amostras de RNA total extraidos de neonatos na

idade P2. O sucesso na sintese do cDNA foi confirmado por RT-PCR, utilizando-se um par de

oligonucleotideos desenhado para amplificar transcritos de B-actina de M. domestica (Figura

22). O resultado indicou que o cDNA foi sintetizado com sucesso.
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5000 pb

1500 pb

500 pb [-actina

400 pb

FIGURA 22. Resultado da RT-PCR para detectar a expressd@o de um gene constitutivo (B-actina) nas
amostras de cDNA de D. albiventris em idade P2. Pode-se observar uma banda de cerca de 400 pb

para a B-actina, coerente com o amplicon de 421 pb previsto. (1) Padrao 1kb; (2) B-actina.

5.4.4- RT-PCR para FGF3 e FGF4

Apo6s confirmado o sucesso na sintese, a mesma amostra de cDNA foi utilizada em
RT-PCR utilizando-se os pares de oligonucleotideos desenhados para amplificar os transcritos
de interesse (FGF3 e FGF4). FGF4 amplificou um fragmento no tamanho esperado (350 pb;
Figura 23). Nao foi possivel, no entanto, amplificar fragmentos de FGF3, mesmo apo6s alterar
inameros parametros da PCR. Outros pares de oligos foram desenhados, mas nenhum permi-
tiu a amplificagdo de qualquer fragmento, sugerindo que D. albiventris apresenta uma se-
quéncia de FGF3 bastante dissimilar em relagdo as sequéncias para esse transcrito disponiveis

nos bancos de dados para M. domestica.

5000 pb

1500 pb
500 pb FGF4
350 pb

FIGURA 23. Resultado de eletroforese em gel de agarose 1% confirmando resultado de RT-PCR para
FGF4, evidenciando a presenca de banda de cerca de 350 pb. (1) Padrdo 1kb; (2) FGF4.
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5.4.5- Clonagem dos insertos amplificados

Uma amostra do fragmento amplificado foi imediatamente utilizada em uma reacdo de
ligagdo em pGEM-T Easy Vector System I Kit (Promega), que foi posteriormente utilizada
para transformar bactérias quimiocompetentes E. coli (TOP10). Os DNA plasmidial foi puri-
ficado das bactérias utilizando-se o GeneJet Plasmid Miniprep Kit (Fermentas). O sucesso das
extragdes do DNA plasmidial foi confirmado por eletroforese (Figura 24A). Apo6s confirma-
¢do da extragdo, uma aliquota do DNA plasmidial foi utilizada em uma reacdo de digestao
com a enzima EcoRI, que cliva o vetor exatamente nos pontos de inser¢do do fragmento clo-
nado, liberando-o e permitindo, dessa forma, confirmar o sucesso da clonagem (Figuras

24B).

5000 pb - Vetor
1500 pb (3000 pb)
500 pb
Inserto
(300-400 pb)

FIGURA 24. Resultado de eletroforese em gel de agarose 1% confirmando a extragdo de DNA plas-
midial (A) e digestdo por EcoRI para clonagem de FGF4 (B). (A) Resultado para a extracdo de DNA
plasmidial. (B) Digestdo do DNA plasmidial, liberando o inserto de FGF4 (2), com bandas de aproxi-
madamente 300-400 pb (inserto) e 3000 pb (vetor); (1) padrdo 1kb.

5.4.6- Sequenciamento de andlise das sequéncias

Clones positivos foram sequenciados em ABI 3700 (Applied Biosystems) a partir
dos iniciadores T7 e SP6, para a determinar as sequéncias de bases de FGF4 de D. albiven-
tris; e também para determinar a orientacdo da clonagem. As sequéncias obtidas foram entdo
comparadas com as sequéncias depositadas no GenBank, utilizando-se o programa BLASTN
e os softwares BioEdit versdo 7.1.3.0 e MultAlin. Por estas analises, a clonagem de FGF4 de
D. albiventris foi confirmada (Figura 25). A sequéncia obtida para D. albiventris revelou

uma similaridade de 97% com a sequéncia de M.domestica. A duas sequéncias também foram
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alinhadas para permitir a identificacdo das bases correspondentes (Figura 26). Este resultado

permitiu revelar mais uma sequéncia € RNAm para esta espécie, um novo modelo bioldgico.

4R_G04_014 Distribution of 100 Blast Hits on the Query Sequence &
|Mouse-over to show defline and scores, click to show alignments |
RID UGAG3E)O1R (Expires on 06-21 02:20 am) Color key for alighment scores
Query ID Icl|21795 <40 40-50 50-8 80-200 >=200
Description None Query | " ] " " .
Molecule type nucleic acid 1 80 160 240 320 400
Query Length 439
Database Name nr
Description Nucleotide collection (nt)
Program BLASTN 2.2.29+ b Citation
Other reports: & Search Summary [Taxonomy reports] [Distance tree of results
©Graphic Summary
(©)Descriptions
Sequences producing significant alignments:
Select: All None Selected:0
it Alignments &
: Max | Total y
Description a | Total | Query Ident Accession
score score cover value
PREDICTED: Monodelphis stica fibrobla actor 4B-like (LOC100021631). mRNA 531 531 T1% 3e-147 97% XM 0013736892
Monodelphis domestica fibroblast growth factos gf4) mRNA, partial cds 531 831 T1% 3e-147 97% GU984791.1
PREDICTED: Alliqator sinensis fibroblast growth factor 4B-like (LOC102378092), mRNA 287 287 68% 8e-74 84% XM 0060146851
PREDICTED: Alligator mississippiensis fibroblast growth factor 4B-like (LOC102563000) mRNA 281 281 68% 4de-72 84% XM 00628600731

FIGURA 25. Analise nucleotidica para o resultado de sequenciamento de FGF4 contra o banco de
dados do GenBank, do NCBI, utilizando algoritmos do BLAST. A maior similaridade de sequéncias
encontrada ¢ para FGF4 de M. domestica. Os dados revelam identidade de 97% e cobertura de 71%

entre a sequéncia de D. albiventris e a de M. domestica.

1 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130
|
4R_G04_014 TCACAATAARGGGTGAACTAATAGAATACTCARGCTATGCATCCAACGCGT TGGGAGCTCTCCCATATGGTCGACCTTTGCAGGCGGCCGCGAATTCACTAGTGATTARCAGGGACGGGGACTATCTGLT
#il3128619021¢gb 1GU98 GGCCCGRLTCCL GAGCTCARCAGGGACGGGGACTATCTGCT
CONSENSUS  seiviviransssssnssssssssansssssns alCcaghlCacClaachcagabfall . e veessssessssasssssossssessssssssssassss GaGaTcARCAGGGACGGGGACTATCTGCT
131 140 150 160 170 180 130 200 210 220 230 240 250 260
|
4R_G04_014 GGGCATCAAGAGACTACGCCGCCTCTACTGCARCGTGGGCATAGGCTTTCACCTCCAGGTCCTGCCCGATGGCCGCATCARCGGCGTTCACAACGAGAACCGATACAGTTTGCTGGAGCTGTCGCCGETG
gil3128619021¢b1GU98 GGGCATCAAGAGACTACGCCGCCTCTACTGCARCGTGGGCATCGGCTTTCACCTCCAGGTCCTGCCCGATGGCCGCATCARCGGTGTTCACARCGAGAACCGCTACAGTTTGCTGGAGCTGTCGCCGRTG
Consensus GGGCATCAAGAGACTACGCCGCCTCTACTGCARCGTGRGCATAGGCTTTCACCTCCAGGTCCTGCCCGATGGCCGCATCARCGGCGTTCACARCGAGARCCGaTACAGTTTGCTGEAGCTGTCGCCGRTG
261 270 280 290 300 310 320 330 340 350 360 370 380 390
1
4R_G04_014 GRACGGGGAGTCGTGAGCCTCTTTGGGGTCARARGCCGTCTTTTCGTGGCCATGARCAGCAAGGGCAAACTCTACGGCTCGACCTACTTCARTGATGAGTGTACCTTCAARGAGATTCTGCTGCCTARTA
#il3128619021¢b 16GU98 GAGCGGGGAGTCGTGAGCCTCTTTGGGGTCARRRGTCGTCTTTTCGTGGCCATGARCAGCAAGGGCARACTCTACGGCTCGCCCTACTTCARTGACGAGTGTACCTTCAARGAGATTCTCCTGCCCARTA
Consensus GAaCGGGGAGTCGTGAGCCTCTTTGGGGTCAAAAGCCGTCTTTTCGTGGCCATGAACAGCARGGGCARACTCTACGECTCGaCCTACTTCARTGAcGAGTGTACCTTCAAAGAGATTCTCCTGCCCAATA
391 400 410 420 430 A4y 450 457
1 1
4R_G04_014 ACTACAATGCCTACGAGTCCCGGCAGTATGTAATCGAATTCCCGCGGCC
#il13128619021gb 1GU98 ACTACARTGCCTACGAGTCCCGGCAGTATGTGGGCATGTACATCGCCC TGAGCARARATGGARGAAL
Consensus ACTACARTGCCTACGAGTCCCGGCAGTATGTaaglaaaTaCaccecclC, vrrerrssrrrrssnses

FIGURA 26. Alinhamento nucleotidico para o resultado de sequenciamento de FGF4 de D. albiven-
tris e de M. domestica, utilizando o software online MultAlin. 4R_G04_014: resultado do sequencia-
mento para FGF4; gi|312861902|gb|GUY8: sequéncia de RNAm de FGF4 de M. domestica, sob re-
gistro GI 312861902. Os dados revelam identidade de 97% e cobertura de 71% entre a sequéncia de

D. albiventris e a de M. domestica.
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5.5- Hibridizacao in situ

Hibridizagdo in sifu ¢ um método que permite a analise da expressdo génica pela de-
teccdo do respectivo RNA mensageiro-alvo no tecido, pela hibridizagdo deste com uma molé-
cula de RNA antisenso marcada (conhecida como sonda). Este método foi utilizado para per-
mitir a caracterizacao espago-temporal da expressdo de FGF4 durante a odontogénese de D.

albiventris, o inico clone confirmado neste trabalho.

Para isso, uma sonda da RNA antisenso foi sintetizada in vitro, a fim de permitir a lo-
calizacdo do RNAm (senso) no tecido-alvo — cortes histoldgicos seriados do cranio de neona-
tos de D. albiventris. A sintese in vitro de uma sonda antisenso ¢ dependente da orientacao da
clonagem do fragmento de PCR no vetor utilizado — neste caso, o pGEM-T Easy Vector (Fi-
gura 27A). A orienta¢do da clonagem foi determinada pelo resultado do sequenciamento do
clone (Figura 28), observando-se a posi¢ao da sequéncia-alvo (de D. albiventris, identificada
como “query” no resultado da analise do BLAST) com relacao a sequéncia do banco de dados
(“subject”). Dessa forma foi possivel determinar que, no caso do clone obtido, sondas antisen-

so poderiam ser sintetizadas a partir do promotor SP6 para a RNA polimerase.

A B
Xmnl 2009 e iion Siari
171 ranscription Star
SoalA8%0 Nael 2707 Apal 11 sart
\ Aatll 20 5...TGTAA TACGA CTCAC TATAG GGCGA ATTGG GCCCG ACGTC GCATG CTCCC GGCCG CCATG
fori Sphl 26 3'...ACATT ATGCT GAGTG ATATC CCGCT TAACC CGGGC TGCAG CGTAC GAGGG CCGGC GGTAC
EI?OZ\‘ g; T7 Promoter ‘ | I | ‘ |
Apal Aatll Sphi
- BstZl 43 pal atl P Bstzl Necol
e GEM®-TE Notl | 43 GCGGC CGCGG GAATT CGATTS ATEAC TAGTG AATTC GCGGC CGCCT GCAGG TCGAC
p asy lacZ Sacll 49 (c\oned msert)
Vector T EcoRl | 52 CGCCG GCGCC CTTAAGETA 3TTAS ‘TG ATCAHC WAAGHCIGCCG GC‘GHGA CGT%C AGCTG‘
(3015bp) Spal | e Sacn EcoRl Soel Ecoml % TR sa
EcoRl | 70
got\ZI ;; SP6 Transcription Start
st
: Pstl 88
ori Sall 90 CATAT GGGA GAGCT CCCAA CGCGT TGGAT GCATA GCTTG AGTAT TCTAT AGTGT CACCT AAAT ... &
Ndel 97 GTATA CCCT CTCGA GGGTT GCGCA ACCTA CGTAT CGAAC TCATA AGATA TCACA GTGGATTTA 5
%i&‘ 1?2 P | J | I l SP6 Promoter <
Nail o & Ndel Sacl BstX| Nil £
1 g :
T spe £

FIGURA 27. Orientacdo da clonagem do fragmento de PCR no vetor pGEM-T Easy. (A) Mapa e se-
quéncias de referéncia para o vetor. (B) Promotores T7 e SP6 e multiplas sequéncias de clonagem do
vetor, com a fita superior correspondendo ao RNA sintetizado pela T7 RNA polimerase (retangulo
vermelho superior) e a inferior (retingulo vermelho superior), pela SP6 RNA polimerase. O vetor foi
linearizado na base 60 com EcoRV e uma timina foi adicionada a ambas extremidades 3, mostrado na
imagem como T em negrito. O inserto possui adenina em sua extremidade, adicionada pela Tag DNA

Polymerase, possibilitando sua ligagao ao sitio de inser¢ao no vetor (retdngulo verde).
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FPREDICTED: Monodelphis domestica fibroblast growth factor 4B-like (LOC100021631), mRMNA
Sequence 1D: reflXM 001373689 2] Length: 2746 Humber of Matches: 1

Range 1: 256 to 569 GenBank Graphics

Score Expect Identities Gaps Strand
531 hits(287) 3e-147 305/314(97%) 0/314{0%) Plus/Plus
fuery 1028 RARCAGEGACGEGGACTATCTGCTGEECATCARGAGRCTACGCOCGCCTCTACTGCRARACGTE 167
FEEEErrrr e e ettt et ettt
Sbject 256 RARCRAGEGRCGEGGACTATCTGCTGEECATCARGRAGRCTACGCCGCCTCTACTGCRROETE 315
fuery 168 GEOATAGECTTICACCTCCAGGTCCIGCCCGATGECCGCATCARCGEOGTTCACRROGRE 227
LD TEr e e e e et e e e e e e e
Sbject 316 GECATCGECTITICACCTCCAGGTCCIGCCCGATGECCGCATCARCEETGTITCACRARCGRE 375
fuery 228 ARCCGATACAGTITGCTGGAGCTGTCGCCGEIGEARCGEEEAGTCGTGAGCCTCTTITGEE 287
Freer rrrrrrrrrrreeeeeerrrrrerrrret Cerrrrr e
Sbject 376 ARCCGCTACAGTITGCTGEAGCTGTCGCCGEIGERAGIGEEEAGTCGTGAGCCTCTITGE:E 435
fuery 288 GICRARRLGCCGTCTTITCGIGECCATGRACAGCRRGEGED CICTRCOGECTOGRCCTAC 347
PErrrrrr rrrrrrrr ettt e et r e et
Sbject 436 GTCRARRRGTCGTICTITTCGTIGGCCATGRACAGCRAGEGCARRCTCTROGECTOGCCCTAL 4595

Query 348 TICRAATGATGAGTGIACCTIICAZAGAGATTCTIGCTGCCTIAATRARCTACRAATGCCTACGAG 407
FEEEEErr e e e e et e rerrr e e
Sbkjct 4%8 TICRATGACGAGTGTACCIICARRAGAGATTCTCCTIGCCCRAATRACTRCRATGCCTACGAGS 333
Query 408 CCOCORGCAGTATGT 421
NERERRRNRNNNY
Skjct 558 TCCCGECAGTATGT 5469

Monodelphis domestica fibroblast growth factor 4 (Fgf4) mRNA, partial cds
Sequence ID: gb|GUI984791.1] Length: 381 Humber of Matches:

Range 1: 22 to 245 GenBank Graphics

Score Expect Identities Gaps Strand
531 bits(287) Je-147 305/314({97%) 0/314(0%) Flus/Plus
fuery 108 AMCAGEGACGEEGACTATCIGCIGEECATCARGAGACTACGCCOGCCTCTACTGCARCETE 167
ettt ere et rrr et ettt ettt
Skjct 32 AACAGEEACGEEEACTATCTGCTGEGCATCARAGAGRCTACGOOGOCTCTACTGCARCGTE 91

Query 1led GECATAGECTITIICACCTICCAGGICCIGCCCGATGECCGCATCARCGEOGTITCACARCGAG 227
FEEET Errrr e e e e e e e e e e e e e rrr el
Skjct 92 GECATCEECTTITCACCTCCAGETCCT GOCCGAT RECCGCATCARCGETGTTCACARCGAS 151
Query 228 COGATACAGTTT GO T GRAGCT T O CCGET GRARCEEEEAGT CGTGAGCCTCTITRGE 287
FEEEE Frrrre et e e e e e e e e
Sbjct 152 COGCTACAGTTTGCTGEAGCTGTORCCGET GRAGCEEEEAGT CGTGAGCCTCTIITGGE 211
Query 288 GICARRAGCCGICTITITCGIGRCCATGRACAGCARGEECARACTCTACGECICGACCTAC 347
FEEEreer treerrr e e e e e e e e e e e e e i
Skject 212 GICARRRGTCGICTITITCGIGRCCATGRARACRAGCRARGGEC. CICTRCGECICECCCTAC 271

fuery 348 TICRATGATGAGIGTACCTICARRAGAGATTCTGCTIGCCTAATARCTACAARTGCCTACGAS 407
FErrreer rreerrrrerrrrrerrr e e e e e

Skject 272 TICAATGACGAGTGTACCTICARAGAGATTCTCCTIGCCCAATAACTACRATGCCTACGALE 331

Query 408 TCCCGECAGTATET 421

Sbict 332 TCCCGGCAGIAIST 345

FIGURA 28. Resultado do BLASTN mostrando o guery e o subject para o sequenciamento de FGF4
de D. albiventris. A posicao da sequéncia-alvo de D. albiventris (query) é a mesma da sequéncia do
banco de dados (shjct), uma vez que query e subject se alinham no mesmo sentido, percebido pela
numeracdo crescente da contagem de nucleotideos. Por isso, foi possivel determinar que sondas anti-

senso poderiam ser sintetizadas a partir do promotor SP6 para a RNA polimerase.
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Apo6s confirmacao da orientacdo da clonagem e definicdo da RNA polimerase capaz
de gerar RNAs antisenso, seguiu-se com a sintese das sondas. O DNA plasmidial foi utilizado
como molde em uma PCR, utilizando-se o par de oligos universal M13, para gerar um frag-
mento linear, contendo nas extremidades os sitios promotores para as RNAs polimerases (T7
e SP6). O sucesso da amplificacdo foi confirmada por eletroforese (Figura 29A). Apo6s con-
firmagao, foi realizada a transcri¢do in vitro a partir do sitio promotor SP6 (Figura 29B).
Uma sonda também foi sintetizada a partir do promotor T7, para produzir uma sonda senso

para ser utilizada como controle da reag@o de hibridizacao (Figura 29B).

FGF4
500 pb

Sondas
para FGF4

FIGURA 29. Resultado da amplificacdo de um fragmento molde de FGF4 contendo os sitios promo-
tores nas extremidades e da sintese das sondas antisenso e senso de FGF4. (A) Resultado da PCR que
utilizou o DNA plasmidial como molde e o par de oligos universal M13, gerando um fragmento linear
de aproximadamente 500 pb (2), que contém os sitios promotores para as RNAs polimerases nas ex-
tremidades. (B) Eletroforese em gel de agarose 1% confirmando sintese de sondas SP6 (2) e T7 (3)
para FGF4. (1) Padrao 1kb.

Os resultados da hibridizagao in situ utilizando as sondas sintetizadas revelaram uma
marcacdo muito homogénea para FGF4 nos tecidos analisados, resultado esperado por se tra-
tar de um fator de crescimento com fungdes em diversos tecidos durante o desenvolvimento.
Mesmo sem grandes destaques, foi possivel detectar FGF4 no tecido conjuntivo, tanto na re-
gido da cabega quanto no corpo de neonatos nas idades de P2, P8, P10 e P14 (Figuras 30 ¢
31). FGF4 foi ainda identificado na musculatura esquelética (P2, P8, P10 e P14, cabecas e
corpos), cartilagem (P2, P10 e P14, cabecas e corpos), epitélio (P2, P§, P10 e P14, cabegas e
corpos), figado (P2, P8, P10 ¢ P14), tecido nervoso (encéfalo de P2, medula espinhal em

P14). Nos germes dentarios (P2, P8, P10 e P14), observa-se expressdo no epitélio dentario,
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reticulo estrelado, condensacao do ectomesénquima/papila dentaria, foliculo dentario e né do
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FIGURA 30. Hibridizagdo in situ com sonda FGF4 em secdes transversais de cabecgas de D. albiven-
tris. Em coloragdo roxa, pode-se observar marcagdo generalizada nos tecidos da cabeca, incluindo os
germes dentarios, misculos esqueléticos, tecido conjuntivo, epitélios e cartilagens. (A-G) Sonda anti-
senso. (H-J) Controle com sonda senso. (A) Panorama da maxila ¢ mandibula em P2, com localizagdo
dos germes dentarios (circulos pontilhados); barra: 150 pm. (B) Germe dentério da maxila em P2 (cir-
culo pontilhado); barra: 100 um. (C) Germe dentario da mandibula em P2 (circulo pontilhado); barra:
100 um. (D) Detalhe de vesiculas encefalicas em P2; barra: 150 pm. (E) Mandibula em P10, podendo-
se observar a cartilagem de Meckel (cabeca de seta) e musculatura esquelética (setas); barra: 150 pm.
(F) Germe dentario da maxila em P10 (circulo pontilhado); barra: 100 pm. (G) Germe dentario da
mandibula em P10 (circulo pontilhado); barra: 150 pm. (H) Germe dentario da maxila em P14 (circulo

pontilhado); barra: 150 um. (I) Germe dentario da maxila em P10 (circulo pontilhado); controle; barra:
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300 um. (J) Germe dentario da mandibula em P10 (circulo pontilhado); controle; barra: 150 pm. (K)

Visdo da cabega em P10; controle; barra: 150 um. (*) Lingua.

FIGURA 31. Visao geral do tronco de um nenonato de D. albiventris, mostrando as regides selecio-
nadas para analise de expressdao de F'GF4 por hibridizagdo in situ. As regides foram selecionadas para
analise de (I) medula espinhal; (II) figado, diafragma e coluna vertebral; (III) figado e diafragma; e

(IV) musculatura esquelética, tecido conjuntivo e epitélio. Barra: 650 pm.
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FIGURA 32. Hibridizagao in situ com sonda FGF4 em se¢oes longitudinais de corpos de D. albiven-
tris, utilizando sonda antisenso. Em coloragdo roxa, pode-se observar marcacio no tecido nervoso (*),
cartilagem em ossificagdo endocondral (®; vértebras em formagio), fibrocartilagem (circulos ponti-
lhados; discos intervertebrais em formagao), tecido conjuntivo, diafragma (setas), masculo esquelético
(cabecas de seta), figado (f) e epitélio. (A) Detalhe do corpo em P2, evidenciando marcacdo na cartila-
gem em processo de ossificacdo endocondral na coluna vertebral (que formara a vértebra, localizada
entre os futuros discos intervertebrais); barra: 650 um. (B) Detalhe do corpo em P2, evidenciando
marcacdo na cartilagem da vértebra em formagao, na musculatura esquelética, no diafragma e no figa-
do; barra: 150 pm. (C) Detalhe do corpo em P8, evidenciando marca¢do na musculatura esquelética;
barra: 150 pm. (D) Detalhe do corpo em P10, evidenciando marcacdo no diafragma, figado, epitélio e
tecido conjuntivo; barra: 150 um. (E-F) Detalhe da regido dorsal do corpo em P14, evidenciando mar-
cacdo no tecido nervoso (medula espinhal) e cartilagem da coluna vertebral; barra: 150 um. (G-H)
Detalhe do corpo em P14, evidenciando marcacao no tecido nervoso (medula espinhal) e cartilagem

da coluna vertebral; barra: 300 pm.

FIGURA 33. Hibridizagdo in situ em se¢des longitudinais de corpos de D. albiventris em P10, utili-
zando sonda senso, como controle. S0 destacados o diafragma (seta), figado (f), cartilagem (’) e

musculatura esquelética (cabegas de seta). (A) Vis@o geral do corpo; barra: 650 um. (B) Detalhe do
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corpo, evidenciando a musculatura esquelética; barra: 150 um. (C) Detalhe do corpo, destacando a

cartilagem; barra: 150 pm.

A Figura 34 compara se¢des submetidas a técnicas para identificar o RNAm de FGF4
e a proteina FGF4. Em P2, o germe dentério apresenta sobreposi¢do de marcacao no epitélio
oral, na condensagao do ectomesénquima e no epitélio dentario. Em P10, a sobreposi¢do ocor-
re no epitélio oral, epitélio dentério, foliculo dentario, papila dentéria e reticulo estrelado, em-
bora ndo tenha sido possivel observar outras estruturas na amostra submetida a hibridizagao in
situ devido a posicao desfavoravel da se¢do. O germe dentario em P14 apresenta sobreposi¢ao
de marcacdo em todas as estruturas dentarias, exceto pela papila dentéria, que ndo se apresen-
ta marcada na imunohistoquimica. No tronco, em P14, podemos observar semelhanca entre as
marcacoes: musculatura esquelética, medula espinhal, tecido conjuntivo, epitélio, regides do

intestino.
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FIGURA 34. Comparacdo de se¢des longitudinais de corpos de D. albiventris em P14 submetidas a
hibridizago in situ com sonda antisenso (A) e imunoperoxidase (B), a fim de localizar o RNAm de

FGF4 e proteina FGF4, respectivamente. (A) Barra: 1200 um. (B) Barra: 1300 um.
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6- DISCUSSAO

Os mecanismos moleculares que levam a formagao dos dentes durante o desenvolvi-
mento ha muito vem sendo investigados, a fim de fornecer alvos que permitam a recuperacao
(nos casos de perdas) ou a neoformagao (nos casos de agenesia) dessa estrutura que ¢ funda-
mental para a fonacdo, mastigacdo e bem-estar humano. Na maioria dos estudos de desenvol-
vimento e organogénese, roedores tem sido os animais modelo de preferéncia para a compre-
ensdo da odontogénese. No entanto, os roedores possuem apenas dois grupos dentarios, inci-
sivos e molares, com caracteristicas muito diferentes, especialmente os incisivos, que sdo bas-
tante especializados, e os molares, os quais ndo apresentam esmalte nas pontas das cuspides.
Essas caracteristicas limitam consideravelmente a extrapolacdo de dados para humanos (Fu-
enzalida et al., 2000; Jernvall & Thesleff, 2000). Os marsupiais, por outro lado, possuem den-
ticdo completa e heterodonte; portanto, mais similar a encontrada em humanos. Entre os mar-
supiais encontrados no Brasil, o D. albiventris, popularmente conhecido como gamba-de-
orelha-branca, ¢ o mais comum. Além disso, s3o animais doceis, de facil captura, manipula-
¢do e manutengdo em biotérios. A maior vantagem desse animal esta justamente no seu uso
como modelo em estudos de odontogénese, uma vez que esse processo ocorre quando 0s neo-
natos estdo ja no marsupio, fora do corpo da mae. Dessa forma, a coleta das amostras pode ser
feita sem a necessidade do sacrificio da mae, o que vai ao encontro das normas mais moder-

nas em experimentagdo animal.

Para que seja possivel langar o animal como modelo no estudo da odontogénese, ¢
fundamental que o padrdo de formagdo morfologico e molecular sejam investigados. Sendo
assim, este trabalho (1) caracterizou histologicamente o desenvolvimento dos dentes desse
animal; e (2) utilizou FGF2, FGF3 e FGF4, fatores reconhecidamente envolvidos com o pro-
cesso de odontogénese, para verificar se seu local e momento de expressdo estavam conserva-
dos no marsupial D. albiventris, um gamba com denticdo completa e heterodonte. Este estudo
buscou, de forma geral, gerar ferramentas moleculares capazes de reforcar a posicdo do gam-
ba-de-orelha-branca como modelo animal para estudos da organogénese, em especial, da

odontogénese.
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6.1- Morfologia dentaria de D. albiventris comparada com outros mamiferos

Os resultados de histologia obtidos em relagdo ao desenvolvimento dos dentes de D.
albiventris confirmaram que esses animais possuem todas as estruturas caracteristicas dos
germes dentarios, ja relatadas em roedores: epitélio dentario, epitélios dentarios interno e ex-
terno, reticulo estrelado, condensagdo do ectomesénquima/papila dentaria, foliculo dentario,
estrato intermediario € n6 do esmalte, nas fases de lamina dentaria, inicio de botdo, final de

botdo, inicio de capuz, final de capuz, inicio de campanula e meados de campanula.

Com relacdo aos estagios de formagao dos dentes, Torres et al. (2006) ja haviam ca-
racterizado o desenvolvimento de molares de D. albiventris até a fase de campanula. De acor-
do com esses dados, em PO, os primeiros molares foram encontrados no estagio de lamina
dentdria com uma condensacdo do mesénquima ao redor do espessamento epitelial. O estagio
de botao ocorreu entre P2 e P4 e o estagio de capuz foi observado entre P4 e P8. O presente
estudo corroborou com tais observagdes e contribuiu ainda para adicionar as caracteristicas
dos dentes em P10 e P14 desses animais. Os molares no estagio inicial de campanula foram
encontrados em P10 e em meados do estagio de campanula em P14, respetivamente, com to-
dos os elementos anteriormente observados em P5 e P8. Dessa forma, este trabalho confirmou
o estabelecimento das caracteristicas morfologicas das fases iniciais da odontogénese em D.

albiventris.

Como a maioria das informagdes histoldgicas e moleculares disponiveis para a com-
preensdo da formacdo dos dentes foi obtida em roedores e humanos, este trabalho também
procurou comparar as caracteristicas morfoldgicas obtidas para D. albiventris com as infor-
macdes disponiveis para outras espécies de mamiferos, especialmente o marsupial (Monodel-
phis domestica), roedores (Mus musculus e Rattus norvergicus) ¢ humanos (Homo sapiens)

(Tabela 8).
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Tabela 8. Comparagdo dos estagios da odontogénese entre as espécies. Idade de juvenis de diferentes
espécies (Didelphis albiventris, Monodelphis domestica, Mus musculus, Rattus norvegicus ¢ Homo

sapiens) em estagios da odontogénese (Iamina dentaria, botdo, capuz e campanula).

Didelphis Monodelphis Rattus

albiventris domestica Mus musculus norvegicus Homo sapiens
Lamina PO 311 E11.57 E12-13.54 56!
dentaria
Botdo P2-4 E13.5" E15" S$7-10'
Capuz P5-8 pst- E14.5-15.5"! E17-20" S10t
Campanula P10-14 E16.5-18.5" PO-7"! S14Y
Didelphis albiventris
Lérn,in.a .B(.)t?lo Botiio tardio .C'c.lp.uz Capl.lz Ca.rn.pé?nula Campanula
dentaria inicial inicial tardio inicial - meados
PO P2 P4 P5 P8 P10 P14

E: dia embrionario. P: dia p6s-natal. S: semanas de gestagao.
"Moustakas et al., 2011. *van Nievelt and Smith, 2005. 3Heymann et al., 2001. 4Kriangkrai et al.,
2006. *Mistry et al., 2001. °Zhang et al., 2005. "Hu et al., 2013.

O estagio de lamina dentaria nos gambas foi observado no PO, estdgio observado em
camundongos com 11.5 dias de desenvolvimento embrionario (E11.5; Gaete et al., 2004); e
na sexta semana de vida intrauterina em embrides humanos (Pearson, 1977). O potencial in-
dutivo da formacao do dente reside no futuro epitélio dentario, o qual invagina para formar o
botdo dentdrio no mesénquima subjacente, que prolifera e condensa (Bei & Maas, 1998). A
mudanga no potencial odontogénico do epitélio dentario para o mesénquima dentario ocorre
em E12.5 em camundongos (Bei & Maas, 1998). No gamba, o estdgio de botao foi observado
entre P2 e P4; enquanto que no camundongo esse estdgio em molares ocorre entre E12.5 e
E13.5 (Kettunen & Thesleff, 1998). A morfologia do estdgio de botdo observado em D. albi-
ventris revelou dois tipos celulares caracteristicos dessa fase: (1) células epiteliais, na perife-
ria, de forma alongada, ctbica ou cilindrica; enquanto as (2) células internas sdo pequenas,
arredondadas e poligonais (Katchburian & Arana, 2012). As células do mesénquima dentério
que condensaram ao redor do botdo formaram a papila dentaria préxima ao foliculo dentério
que circunda o epitélio (Gaete et al., 2004). As estruturas correspondentes as observadas em

camundongo estao presentes no gamba.
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O estagio de capuz ¢ observado entre P5 e P8 no gamba, como também relatado por
Torres et al. (2006). Em camundongo, esse estagio ocorre entre E14.5 e E15.5 (Thesleff &
Sahlberg, 1996). O botdo dentario de tamanho aumentado ¢ observado em E14.5, marcando a
transicao do estagio de botdo para o de capuz com a formagao do 6rgao do esmalte. Em PS5, os
elementos formativos do dente, como o 6rgao dentario, a papila dentaria e o foliculo dentario
foram todos evidentes, e o n6 do esmalte — sugerido como responsavel pela forma da coroa do
dente e sinalizador para a formacgdo da cuspide — foi encontrado completamente formado.
Nesse estagio, a histogénese epitelial torna-se mais complexa, diferenciando-se em epitélio
externo e interno do dente, reticulo estrelado e n6 do esmalte. As estruturas correspondentes
as observadas em camundongo estdo presentes no gamba, assim como também observado por
Torres et al. (2006). A fase final de capuz, P8 no gamba, ¢ equivalente em camundongos a
E15.5, quando ha crescimento do germe em comprimento e largura, juntamente com o

dobramento do epitélio.

Molares no estagio inicial de campanula foram encontrados em P10 e em meados do
estagio de campanula em P14, com todos os elementos que j& estavam presentes em P5 e P8.
Em camundongos, essa fase da formagdo dos dentes ¢ encontrada entre os estagios E16.5 e
E17.5. Em E16.5, a separacdo entre as cé€lulas centrais do 6rgdo do esmalte aumenta, em
camundongos, idade que equivale a P10 em gambés. Em E17.5 em camundongo, as células
do epitélio dentario externo sdo mais cubicas, enquanto as células do epitélio dentério interno
apresentam uma forma alongada com um material intracelular claro (Gaete et al., 2004). Os
espagos intercelulares do reticulo estrelado aumentam e um estrato intermediario aparece
entre o reticulo estrelado e o epitélio dentario interno (Gaete et al., 2004). No inicio da fase de
campanula, a forma da coroa do dente comeca a ser perceptivel. O epitélio dentério interno
dobra-se nos locais das pontas das futuras cuspides do dente ¢ os nés do esmalte secundarios
tornam-se perceptiveis; em D. albiventris, nao foram observados, possivelmente devido as
posigdes desfavoraveis nas quais os germes dentarios estavam quando seccionados. O reticulo
estrelado torna-se diferenciado, as células lisas do epitélio dentario externo permanecem
unidas ao epitélio oral através de uma ponte epitelial e os espacos do foliculo dentario
aumentam. Na ponta das principais cuspides, as células do epitélio dentario interno sdo mais
altas e mais finas e seu nucleo ¢ polarizado, consistente com sua diferenciagdo em
ameloblastos pré-secretores. Na papila dentéria, células externas em contato com a membrana
basal assumem uma forma colunar, enquanto as células centrais tomam uma aparéncia

indiferenciada e ficam cercadas por numerosos vasos sanguineos (Gaete et al., 2004). Em
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P14, as mesmas caracteristicas relatadas para E17.5 foram observadas. Em P10 e¢ P14 ¢
possivel notar, adicionalmente, a presenca de uma lamina dentaria secundaria vestigial, a qual
sofrera degeneracdo na fase final de campanula. Essa lamina vestigial ja foi observada em
incisivos e caninos de D. albiventris por Fonseca & Alves (2006). Segundo esses autores, o
espessamento do epitélio oral (lamina dentaria primaria) origina incisivos funcionais e
caninos em D. albiventris. Todos os incisivos mostraram lamina dentaria secundaria, com
surgimento em diferentes estagios e que comecaram a degenerar apds fase de botdo. Portanto,
a primeira denti¢do prevalece como denticdo permanente (Fonseca & Alves, 2006). A
presenca de lamina dentdria vestigial em P14 do gamba observada neste trabalho ¢
caracteristica da fase de meados de campanula, uma vez que essa lamina ainda ndo atingiu o
estagio de botdo (Fonseca & Alves, 2006), sugerindo uma diferenga em relagdo ao estudo de

Palma (1997), no qual a fase de final de campanula foi descrita em P14.

6.2- Padrao de expressdo de marcadores da odontogénese
6.2.1- FGF2

Os resultados mostraram diferengas temporais no padrao de expressao de FGF2 em al-

guns estagios do desenvolvimento dos dentes, entre D. albiventris ¢ M. musculus.

Em PO, FGF2 foi detectado no epitélio oral e na condensacdo do ectomesénquima, tan-
to na maxila quanto na mandibula; estes dados contrastam parcialmente com achados em ca-
mundongos que, na mesma fase, mostrou expressdo de FGF2 no epitélio dentario, membrana
basal e mesénquima dentario, mas ndo no epitélio oral (Cam et al., 1992). Em P2, ndo ocorreu
marcagdo no germe dentario. Em P4, na maxila, foi observada marcagdo no epitélio dentario,
epitélio oral, condensacao do ectomesénquima, foliculo dentario e reticulo estrelado. Ja na
mandibula, uma marcagao fraca foi observada no epitélio dentario, foliculo dentario e no epi-
télio oral. Em camundongos, a fase de botao apresentou marcacdo para FGF2 na membrana

basal dentaria, mesénquima dentario e reticulo estrelado (Cam et al., 1992).

Em P5, a maxila apresentou-se positivamente marcada no né do esmalte, foliculo den-
tario, epitélios interno e externo do germe, reticulo estrelado, estrato intermediario e epitélio
oral. Por outro lado, o germe dentario da mandibula apresentou-se negativo. Em P8, encontra-
ram-se marcados os epitélios interno e externo, o foliculo dentario, a papila dentaria e o epité-

lio oral, tanto na maxila quanto na mandibula. Na maxila, ainda, FGF2 foi imunolocalizado
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no nd do esmalte e estrato intermediario. Em camundongos, na fase de capuz, a expressao foi
detectada no mesénquima peridentario, na membrana basal dentéria limitrofe com o epitélio
dentario externo e com o epitélio oral, no mesénquima dentario, no epitélio oral e no reticulo
estrelado (Cam et al., 1992). Em P10, houve marcacdo positiva em todos os elementos do
germe dentario. Em P14, observou-se marcagao no reticulo estrelado, foliculo dentério, né do
esmalte, epitélios dentérios interno e externo, estrato intermedidrio, lamina dentéria secunda-
ria e epitélio oral. Na mandibula, adicionalmente, houve marcac¢do na papila dentéria. Molares
de camundongos na fase de campanula apresentam marcagao para FGF2 no mesénquima oral,
no foliculo dentério, no reticulo estrelado e nas células mesenquimais da papila dentdria (Cam
et al., 1992). Na fase de campénula tardia, quando hé diferenciagdo, a expressdo de FGF2 em

camundongos, ocorreu no reticulo estrelado, papila dentaria e foliculo dentario (Cam et al.,

1992).

A comparagao do padrao de expressao de FGF2 entre D. albiventris e M. musculus re-
velou, de forma geral, que mais estruturas dentarias do gamba apresentaram expressdo de
FGF2, quando comparado aos mesmos estagios do camundongo. Esse resultado sugere um
papel mais amplo para esse fator de crescimento na formacao dos dentes do gamba, prova-
velmente associado a proliferacao e inducao da diferenciacao dos tipos celulares. A expressao
progressiva de FGF2 desde os estagios iniciais até o estagio de campanula ja foi sugerida co-

mo um indicativo da participacdo dessa molécula nesses eventos da odontogénese (Casasco,

1996; Ruch, 1990; Russo et al., 1998).

6.2.2- FGF3

Os resultados também mostraram diferencas temporais no padrdo de expressdo de

FGF3 entre D. albiventris € M. musculus, assim como ocorreu para FGF2.

Era esperado que FGF3 fosse imunolocalizado no mesénquima dentario, papila denta-
ria e nd do esmalte, desde o estagio de botdo até¢ o de campanula (Bei & Mass, 1998; Harada
et al., 1999; Kettunen et al., 2000; Kettunen & Thesleff, 1998; Pispa et al., 1999; Thesleff et
al., 1990; Thesleff & Vaahtokari, 1992; Wilkinson et al., 1989).

Em PO, foi observada marcagdo no epitélio oral, epitélio dentéario e condensagao do ec-
tomesénquima, enquanto FGF3 nao foi localizado na fase de lamina dentaria em camundon-

gos. Em P2, foi observada marcagdo no epitélio oral, epitélio dentario, reticulo estrelado e
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condensagdo do ectomesénquima. Em P4, ndo houve marcagdo. J& para molares de camun-
dongos em fase de botdo, os dados apontam para uma fraca expressao no epitélio e no mesén-
quima condensado adjacente (Kettunen et al., 2000; Kettunen & Thesleff, 1998; Thesleff &
Vaahtokari, 1992). Houve, portanto, certa similaridade na diminui¢do da expressdo de FGF3
entre 0 gamba e camundongos na fase de botdo, sugerindo uma menor importancia para esse

fator nessa fase.

Em P5, foi observada marcagdo em diversas estruturas, estagio em que FGF3 foi imu-
nolocalizado apenas no n6 do esmalte e na papila dentaria de camundongos (Kettunen et al.,
2000; Kettunen & Thesleff, 1998). Em P8 e P10, todos os elementos do germe dentario en-
contraram-se positivamente marcados, mas somente o estrato intermedidrio apresentou-se
marcado na mandibula em P10. Durante o estidgio de capuz de camundongos, FGF3 ¢ inten-
samente expresso nas células mesenquimais da papila dentéaria em incisivos e molares (Bei &
Mass, 1998; Harada et al., 1999; Kettunen et al., 2000; Pispa et al., 1999; Thesleft et al.,
1990; Wilkinson et al., 1989) e no n6 do esmalte (Kettunen et al., 2000; Kettunen & Thesleff,
1998). Nos primeiros molares na fase de capuz de M. domestica, FGF3 (RNAm) foi detecta-
do apenas no mesénquima e né do esmalte (Moustakas et al., 2011). Comparado a M. domes-
tica e a camundongos, D. albiventris apresentou sobreposi¢cao nesses dois sitios de expressao

de FGF3, embora tenha sido detectado também em um maior niumero de estruturas dentarias.

Em P14, na maxila, observou-se marcagdo em varias estruturas, mas nenhuma marca-
¢do foi vista na mandibula. Durante o estdgio de campanula em camundongos, FGF3 foi in-
tensamente detectado nas células mesenquimais da papila dentdria em incisivos € molares
(Bei & Mass, 1998; Harada et al., 1999; Kettunen et al., 2000; Pispa et al., 1999; Thesleff et
al., 1990; Wilkinson et al., 1989). Sua expressdo também ocorre no né do esmalte primario,
enquanto que nenhum transcrito ¢ observado nos nés do esmalte secundarios que aparecem
nas extremidades de futuras cuspides do estagio de campanula (Bei & Mass, 1998; Harada et
al., 1999; Kettunen et al., 2000; Thesleff et al., 1990; Wilkinson et al., 1989). Na fase de
campanula, FGF3 foi detectado nos odontoblastos em diferenciagdo de camundongos (Kettu-
nen et al., 2000; Wang et al., 2007), sugerindo uma colocalizagdo com o que foi observado
em gambas. Entretanto, odontoblastos secretando matriz pré-dentina ndo expressam FGF3,
que também pode ser um importante regulador da proliferacao celular epitelial durante a mor-

fogénese do dente (Kettunen et al., 2000; Wang et al., 2007). A subregulacao de FGF3 pode
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ser necessaria para a maturagdao de odontoblastos e/ou cessacao da proliferagdo celular epiteli-

al e subsequente diferenciacdo terminal de ameloblastos (Kettunen et al., 2000).

De maneira geral, comparada a dados disponiveis para camundongos, a imunoexpres-
sdo de FGF3 em D. albiventris difere por ser mais intensa em algumas estruturas dentarias,
em maior diversidade de estruturas dentarias e em mais estagios da odontogénese. Em gam-
bas, como em camundongos, FGF3 pode ser um regulador da morfogénese do dente, ja que ¢

imunolocalizado no n6 do esmalte.

6.2.3- FGF4

Trabalhos anteriores demonstraram que FGF4 ¢ imunolocalizado no né do esmalte nos
estagios de capuz e campanula do dente em desenvolvimento do gambé (Jernvall et al., 1994;
Kettunen et al., 1998; Kettunen & Thesleff, 1998; Niswander & Martin, 1992; Pispa et al.,
1999). No estagio de capuz, FGF4 foi associado a proliferagdao de células do mesénquima da
papila dentaria, e do epitélio dentario. Nos estagios de capuz e campanula, a expressao no nd
do esmalte (primdrio e secundario) e do 6rgdo do esmalte sugeriu a possivel regulacdo do de-

senvolvimento da forma do dente (Jernvall ef al., 1994; Kettunen & Thesleff, 1998).

Em PO, foi observada marcagdao de FGF4 no epitélio oral, epitélio dentario e conden-
sacdo do ectomesénquima, similarmente ao que foi encontrado em camundongos em E13.5
(Nadiri et al., 2004). Em P2, foi observada marcagdo no epitélio oral e condensagdo do ecto-
mesénquima; entretanto, apenas na mandibula o epitélio dentario também estava marcado.
Em camundongos, da fase de botdo a fase de campanula, FGF4 foi associado a membrana
basal, exceto pelas células adjacentes & membrana basal do né do esmalte primario em E14.5
e E15.5 (Nadiri et al., 2004), além de estar presente no epitélio dentario (Kettunen & Thesleft,
1998). Em P4, foi observada marca¢do no epitélio oral, condensagdo do ectomesénquima e
foliculo dentério, embora o epitélio dentario e o reticulo estrelado estivessem marcados ape-
nas na mandibula. O padrao observado no gamba foi semelhante ao relatado em camundongos

em E13.5 (Kettunen & Thesleff, 1998; Nadiri et al., 2004).

Em D. albiventris em P5 e em camundongos em E14.5-15.5, FGF4 foi imunolocaliza-
do no epitélio dentario externo, ndé do esmalte, foliculo dentério e reticulo estrelado, além do
mesénquima e papila dentaria em camundongos (Nadiri ef al., 2004). Em P8, FGF4 foi imu-

nolocalizado no epitélio oral, epitélios dentarios interno e externo, foliculo dentério, reticulo
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estrelado, papila dentdria e n6 do esmalte. Em molares de camundongos em E14.5-15.5 foi
demonstrado que FGF4 atua como parte de uma cascata de sinaliza¢gdo no né do esmalte
(Vaahtokari et al., 1996). Nesses animais, FGF4 estava presente principalmente no epitélio
dentario — mais intensamente no epitélio dentdrio externo que no interno — ¢ sua quantidade
relativa diminuiu de E14.5 para E15.5 (Nadiri et al., 2004). Apos E15.5, uma fraca marcagao
para FGF4 no mesénquima progressivamente desapareceu quando o desenvolvimento do den-
te progrediu (Nadiri et al., 2004). Portanto, assim como nos molares de camundongos, ¢ pos-
sivel sugerir o mesmo papel de FGF4 na cascata de sinalizagdo no né do esmalte (Vaahtokari

et al., 1996), também em gambas.

Em P10, o epitélio oral, foliculo dentario, papila dentéria, n6 do esmalte e estrato in-
termedidrio, na maxila; e o n6 do esmalte, epitélios interno e externo e reticulo estrelado, na
mandibula, estavam positivamente marcados para FGF4, mostrando imunomarcagdes em lo-
cais alternados. Em camundongos em E15.5 a E17.5, foi observado um aumento expressivo
da imunomarcacdo de FGF4 no 6rgao do esmalte (Nadiri ef al., 2004), assim como também
observado para o gamba. Reciprocamente, foi observada uma diminui¢do na marcacdo no
mesénquima, exceto nas pontas das cuspides (Nadiri et al., 2004). Essa localizacdo esta de
acordo com o possivel papel do FGF4 no crescimento do dente e na formacao da cuspide
(Jernvall & Thesleff, 2000). Durante a transi¢do entre os estagios de capuz e campanula, o
tamanho do molar aumenta significativamente, muito provavelmente em func¢do da acdo de
FGF4 (Lesot et al., 1999; Nadiri et al., 2004). Em E17.5 de camundongos, foi observada uma
marcacao muito forte no epitélio dentario interno e no estrato intermediario; mas a marcagao
para FGF4 foi detectada como fraca nas pontas das cuspides (Nadiri ef al., 2004). Devido a
similaridade de localizagdo de FGF4 em gamba e camundongo, os resultados desse trabalho
sugerem a conservacao do papel biologico dessa molécula no crescimento do dente e na for-

macao da cuspide.

Em P14, foi observada forte marcacao de FGF4 no epitélio oral, epitélio dentario ex-
terno, epitélio dentario interno, estrato intermedidrio, reticulo estrelado e lamina dentaria se-
cundaria, ao contrario do que foi observado em camundongos nos estagios correspondentes
(E17.5 - 19.5), nos quais a quantidade relativa de FGF4 diminuiu e a imunomarcacio para
FGF4 foi fraca em todos os tecidos dentarios nesses estagios (Nadiri et al., 2004). A diminui-
cdo de FGF4 em E19.5, exceto no estrato intermediario, pode corresponder a retirada do ciclo

celular por mais odontoblastos e pelos primeiros ameloblastos (Nadiri ef al., 2004).
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De maneira geral, assim como observado para FGF2 e FGF3, tendo em vista dados pa-
ra camundongos, a imunoexpressao de FGF4 em D. albiventris foi similar, diferindo por ser
mais intensa em algumas estruturas dentarias, em maior diversidade de estruturas dentarias e
em mais estagios da odontogénese. Em gambas, como em camundongos, FGF4 pode ser um

regulador da morfogénese do dente, ja que ¢ imunolocalizado no né do esmalte.

6.3- Sobreposicao da expressao de FGF2, FGF3 e FGF4 na odontogénse do gamba

As trés moléculas discutidas neste estudo sobrepdem-se em algumas estruturas denta-
rias, em alguns estagios (Tabela 9), principalmente no 6rgao do esmalte, dos estagios de ca-
puz a campanula. Isso sugere que, em D. albiventris, FGF2, FGF3 e FGF4 estdo na mesma
cascata molecular e atuam na morfogénese do dente e no centro de sinalizagcdo dentaria — o nd

do esmalte — de maneira redundante ou sinérgica.

Tabela 9. Sobreposi¢do de imunomarcagdo positiva para FGF2, FGF3 e FGF4 durante estagios da
odontogénese. A sobreposicdo ocorre principalmente nos estagios de capuz e campanula, localizada no

orgao do esmalte.

Lamina  Botdo Botdo Capuz Capuz  Campanula Campanula

dentaria  inicial  tardio inicial  tardio inicial meados
Epitélio oral 4 + + +
Condensagdo do N
ectomesénquima
Epitélio dentario
Foliculo dentario + + 4 &
Papila dentaria 4 & +
Reticulo estrelado + e i
N6 do esmalte + + 4 &
Epitélio dentario
- + + .
interno
Epitélio dentario
+ + + +
externo
Lamina dentaria .
secundaria
. Estrat9 ' N N
intermediario

(+) Sobreposigdo de imunomarcagio positiva para FGF2, FGF3 e FGF4.
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Os resultados de imunohistoquimica também evidenciaram diferengas na expressao
de FGF2, FGF3 e FGF4 entre a maxila e a mandibula, em uma mesma idade pds-natal. Os
resultados negativos para a localizacdo da proteina podem indicar uma expressdo temporal e
de padrdo dinamico. A diferenga de expressdao entre germes da maxila e da mandibula pode
ser explicada pelo desenvolvimento céfalo-caudal, com maior desenvolvimento na regido an-
terior em relagdo a regido posterior, que ¢ mais atrasada (Smith, 2006). Esse padrao diferenci-
ado entre o desenvolvimento da maxila e da mandibula também ocorre na formagao de dentes
humanos, nos quais a diferenciagdo odontogénica se inicia nos incisivos maxilares na 15* se-
mana de gestacdo e na 16* semana nos mandibulares, seguidos pelos caninos, primeiros pré-
molares primarios e segundos pré-molares primarios em um intervalo de uma semana, se-

quencialmente (Hu et al., 2014).

6.4- Resumo da comparacio entre os sitios de expressio de FGF2, FGF3 e FGF4 na

odontogénese de modelos animais diferentes.

Poucas semelhangas foram observadas entre o padrdo de expressdo de FGF2 e FGF3
entre o gamba e o camundongo (Tabelas 10 a 12). Estes resultados sugerem que essas molé-
culas exercem maior papel no desenvolvimento dentario do gambé em relacao ao camundon-
go. Tendo esses dados em vista, este trabalho sugere que a cascata de sinalizagdo deve ser
melhor estudada no D. albiventris, para compreender o papel de cada molécula na formacgao

dos dentes.

Tabela 10. Comparacdo entre marcagdo para FGF2 em germes dentarios de D. albiventris e de M.

musculus durante estagios da odontogénese.

Estagios Didelphis albiventris Mus musculus Estruturas comuns
o - Epitélio dentario, mem- ~ R
Lamina Epitélio oral, condensa- P ’ . |Condensagdo do ectomesén-

L. o A brana basal, condensacdo .
dentaria ¢do do ectomesénquima A quima
do ectomesénquima
Membrana basal dentaria,
Botao . condensacgao do ecto-
o Negativo A . -
inicial mesénquima, reticulo
estrelado
Epitélio dentario, epitélio L
P ’ Np Membrana basal dentaria,
~ oral, condensagao do ~ .
Botao . , condensacdo do ecto- Reticulo estrelado, conden-
ectomesénquima, foliculo . , ~ .
final i . mesénquima, reticulo sagdo do ectomesénquima
dentario, reticulo estrela-
do estrelado

83



Capuz
inicial

N6 do esmalte, foliculo
dentario, reticulo estrela-
do, epitélio dentario in-
terno, epitélio dentario
externo, estrato interme-
diario, epitélio oral

Mesénquima peridenta-
rio, membrana basal den-
taria limitrofe com o epi-

télio dentario externo e
com o epitélio oral, papi-

la dentéria, epitélio oral,

reticulo estrelado

Epitélio oral, reticulo estre-

lado

Capuz
final

Epitélio dentario interno,
epitélio dentario externo,
foliculo dentario, papila
dentaria, epitélio oral, no
do esmalte, estrato inter-
mediario

Mesénquima peridenta-
rio, membrana basal den-
taria limitrofe com o epi-

télio dentario externo e
com o epitélio oral, papi-

la dentéria, epitélio oral,

reticulo estrelado

Epitélio oral, papila dentaria

Campanula
inicial

N6 do esmalte, papila
dentaria, foliculo denta-
rio, epitélio interno, epi-

télio dentario externo,
reticulo estrelado, lamina
dentaria secundaria, es-

trato intermediario, epité-
lio oral

Mesénquima oral, folicu-
lo dentario, reticulo estre-
lado, células mesenqui-
mais da papila dentaria

Papila dentaria, reticulo es-

trelado, foliculo dentario

Campanula
— meados

Reticulo estrelado, folicu-
lo dentario, n6 do esmal-
te, epitélio dentarios in-

terno, epitélio dentario
externo, lamina dentaria
secundaria, epitélio oral,
papila dentaria, estrato
intermediario

Mesénquima oral, folicu-
lo dentario, reticulo estre-
lado, células mesenqui-
mais da papila dentaria

Papila dentaria, reticulo es-

trelado, foliculo dentario

Tabela 11. Comparacdo entre marcagdo para FGF3 em germes dentarios de D. albiventris e de M.

musculus durante estagios da odontogénese.

Estagios Didelphis albiventris Mus musculus Estruturas comuns
A Epitélio oral, epitélio
Lamina L ~ o .
L dentario, condensagdo do Nao localizado -
dentaria N
ectomesénquima
Epitélio oral, epitélio s L
~ pI%e % ep Epitélio dentario, con- Ca1s L
Botao dentario, reticulo estrela- ~ N Epitélio dentario, condensa-
. N densac¢do do ectomesén- ~ N
inicial do, condensacdo do ec- Lima ¢do do ectomesénquima
tomesénquima d
Epitélio dentario, con-
Botao final Negativo densagdo do ectomesén- -

quima
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Capuz
inicial

Epitélio oral, n6 do es-
malte, foliculo dentario,
epitélio dentario interno,
epitélio dentario externo,
reticulo estrelado, papila

dentaria

N6 do esmalte, papila
dentaria

N6 do esmalte, papila denta-
ria

Capuz final

Epitélio oral, n6 do es-
malte, papila dentaria,
foliculo dentéario, epitélio
dentario interno, epitélio
dentario externo, reticulo
estrelado, estrato inter-
medidrio

No do esmalte, papila
dentaria

N6 do esmalte, papila denta-
ria

Campanula
inicial

Epitélio oral, n6 do es-
malte, papila dentaria,
foliculo dentéario, epitélio
dentario interno, epitélio
dentario externo, reticulo
estrelado, estrato inter-
mediario, lamina dentaria
secundéria

Papila dentaria, n6 do
esmalte primario

Papila dentaria, n6 do es-
malte

Campanula
— meados

Epitélio oral, reticulo
estrelado, foliculo denta-
rio, papila dentaria, n6 do
esmalte, epitélio dentario
interno, epitélio dentario

externo

Papila dentaria, n6 do
esmalte primario

Papila dentaria, n6 do es-
malte

Tabela 12. Comparacdo entre marcagdo para FGF4 em germes dentarios de D. albiventris e de M.

musculus durante estagios da odontogénese.

Estagios Didelphis albiventris Mus musculus Estruturas comuns
Lamina Epitélio oral, epitélio Epitélio oral, epitélio  |Epitélio oral, epitélio denta-
dentéria dentario, condensagdo do | dentario, condensagdo do | rio, condensagdo do ecto-
ectomesénquima ectomesénquima mesénquima
~ Epitélio oral, condensa- oot

Botao P . Membrana basal, epitélio - .

L cdo do ectomesénquima, g Epitélio dentario

inicial dentario

epitélio dentario

Botéo final

Epitélio oral, condensa-

¢do do ectomesénquima,

foliculo dentario, epitélio

dentario, reticulo estrela-
do

Epitélio oral, epitélio
dentario, mesénquima
dentario, jun¢do epitélio-
mesenquimal, membrana
basal

Epitélio oral, epitélio denta-
rio, condensagdo do ecto-
mesénquima
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Capuz
inicial

Epitélio dentario externo,
no6 do esmalte, foliculo
dentario, reticulo estrela-
do

Epitélio dentario externo,
estrato intermediario, no
do esmalte, foliculo den-
tario, reticulo estrelado,
mesénquima, papila den-
taria, membrana basal

Epitélio dentario externo, no
do esmalte, foliculo denta-
rio, reticulo estrelado

Capuz final

Epitélio oral, epitélio
dentario interno, epitélio
dentario externo, foliculo
dentario, reticulo estrela-
do, papila dentaria, n6 do

esmalte

N6 do esmalte, epitélio
dentario externo, epitélio
dentario interno, papila
dentaria, membrana basal

N6 do esmalte, epitélio den-
tario externo, epitélio denta-
rio interno, papila dentaria

Campanula
inicial

Epitélio oral, foliculo
dentario, papila dentaria,
no do esmalte, epitélio
dentario interno, epitélio
dentario externo, reticulo
estrelado, estrato inter-
mediario

Epitélio dentario interno,
epitélio dentario externo,
estrato intermediario,
reticulo estrelado, papila
dentaria, membrana basal

Epitélio dentario interno,
epitélio dentario externo,
estrato intermediario, reticu-
lo estrelado, papila dentaria

Campanula
— meados

Epitélio oral, epitélio
dentario externo, epitélio
dentario interno, estrato

intermediario, reticulo
estrelado, lamina denta-

ria secundaria, n6 do
esmalte

Epitélio oral, epitélio
dentario externo, epitélio
dentario interno, estrato

intermediario, reticulo
estrelado, n6 do esmalte,

membrana basal

Epitélio oral, epitélio denta-

rio externo, epitélio dentario

interno, estrato intermedia-

rio, reticulo estrelado, n6 do
esmalte

Tabela 13. Localizagdo de FGF3 ¢ FGF4 em germes dentarios de molares de mamiferos durante esta-

gios da odontogénese, segundo revisdo de Li ef al. (2014).

Fases da

odontogénese

FGF3

FGF4

Lamina dentaria

Botao

Capuz

Campanula

Epitélio dentario, ectomesénquima condensado

N6 do esmalte, papila dentaria

Papila dentaria

Epitélio dentario
N6 do esmalte

Nos do esmalte secundarios

6.5- Clonagem e sequenciamento de FGF4 de D. albiventris

Mesmo conseguindo resultados satisfatorios utilizando ferramentas desenvolvidas

para outras espécies, a informacdo molecular espécie-especifica ainda ¢ importante por
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ampliar o espectro de analises possiveis, incluindo a manipulagdo in vivo. Trabalhos
desenvolvidos anteriormente foram capazes de clonar fragmentos de D. albiventris com base
na informacao disponivel para M. domestica (Moreira et al., 2009, dados ndo publicados;
Torres et al., 2006, 2007, 2008). Os alinhamentos de sequéncias de espécies distantes
mostraram que ndo foi possivel identificar regides consenso para o desenho de oligos para
FGF3 e FGF4 (ver Figuras 20 e 21). Uma vez que havia sido possivel clonar FGF§ de D.
albiventris em um trabalho anterior (Moreira et al., 2009, dados ndo publicados; registrado no
GenBank sob registro GI:169732570), utilizando apenas a sequéncia de M. domestica como

molde, optou-se entdo por obter os oligos desse trabalho pelo mesmo método.

As variagdes em nivel de sequéncia de nucleotideos dos transcritos de interesse
entre M. domestica (conhecida) e D. albiventris (alvo) foram os provaveis fatores limitantes
no sucesso da clonagem de FGF3 nesse trabalho. Também ¢ possivel que haja algum erro na
sequéncia depositada no banco de dados para M. domestica, uma vez que ¢ uma sequéncia de
RNAm parcial e dita “predita”, significando que foi definida com base em programas de
bioinformatica para a montagem de genomas. Dos varios oligos obtidos para amplificar
FGF3, desenhados com base na sequéncia de M. domestica, nenhum foi capaz de amplificar

qualquer fragmento.

6.6- Padriao de expressao de FGF4 durante o desenvolvimento de D. albiventris

6.6.1- Padrdo de expressdao de FGF4 no tronco de neonatos do gamba D. albiventris

Cortes seriados das cabegas e troncos dos neonatos de gambéa nas mesmas idades fo-
ram utilizados para determinar o padrdo de expressdo de FGF4 durante o desenvolvimento
dos dentes de D. albiventris. Os troncos foram especificamente utilizados como controles
positivos dos resultados das hibridizagdes, uma vez que a fungdo biologica de FGF4 ja foi
descrita para diversos tecidos e estagios do desenvolvimento embrionario (Aberg et al., 2004;
Costa et al., 1994; Jernvall et al., 1994; Kerdnen et al., 1998; Kettunen & Thesleff, 1998;
Kratochwil et al.; 2002; Moustakas et al., 2011; Niswander & Martin, 1993; Niswander et al.,
1993; Vaahtokari et al., 1996; Wellstein et al., 1991; Yoshida et al., 1994).

Para todas as idades testadas, os resultados mostram marcagao para FGF4 no tecido
conjuntivo, musculatura esquelética, epitélio, figado e germes dentarios (ver Figuras 30 e
31). Em troncos de animais em P2 e P14, FGF4 foi detectado na cartilagem e no tecido ner-
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voso, enquanto em P10, apenas a cartilagem mostrou expressao de FGF4. Em P2, FGF4 foi
detectado na cartilagem que formard a coluna vertebral. Assim como em camundongos, FGF4
também pode estar associado ao crescimento dos membros em D. albiventris, pela estimula-
¢do da proliferacdo de células mesenquimais (Jernvall et al., 1994; Niswander & Martin,
1993; Niswander et al., 1993). De maneira geral, a expressdao de FGF4 foi bastante ampla,
sem grandes destaques entre tecidos e idades observados. Isto se deve possivelmente ao am-
plo papel mitogénico do FGF4 em tecidos diferentes e a sua propriedade de ser difusivel entre

as células.

6.6.2- Padrado de expressdo de FGF4 nos germes dentarios de neonatos do gambd D. albiven-

tris

No modelo animal adotado neste estudo, FGF4 foi localizado em todas as estruturas
dentarias de amostras em P2, P10 ¢ P14, utilizadas nas hibridizac¢des in situ. Outros estudos
de HIS para a expressdo de FGF4 em molares e incisivos de camundongos ndo detectaram
sua expressao durante a iniciagdo dentéria (Jernvall et al., 1994; Kettunen & Thesleff, 1998).
No estagio de botdo, expressdo de FGF4 foi detectada no epitélio dentario (Kettunen & Thes-
leff, 1998); e no estagio de capuz, FGF4 foi encontrado no né do esmalte (Aberg et al., 2004;
Jernvall et al., 1994; Kettunen & Thesleff, 1998). A expressdo de FGF4 foi perdida no n6 do
esmalte em camundongos mutantes nulos para Lef! (Kratochwil et al.; 2002). Além disso, a
expressdo de FGF4 foi um alvo direto e positivamente regulado por Lef! (Kratochwil et al.;
2002). Beads de FGF4 foram capazes de induzir a expressao de FGF3 em mesénquima denta-
rio cultivado in vitro (Kratochwil et al.; 2002), sugerindo uma associa¢do bioldgica entre es-
ses fatores de crescimento. Na fase de campanula, FGF4 foi detectado no epitélio dentario

interno, nos nés do esmalte secundarios (Jernvall ef al., 1994; Vaahtokari ef al., 1996).

Em ratazanas, a expressao de FGF4 foi identificada no epitélio dentario nos estagios
de iniciagdo e botdo, no epitélio oral no estagio de botdo, no ndé do esmalte no estagio de ca-
puz e no epitélio dentdrio interno no estagio de campanula (Kerédnen et al., 1998). FGF4 tam-
bém foi localizado no n6 do esmalte de molares, pré-molares, caninos e incisivos em estagio
de capuz de M. domestica, além de estar presente no n6 do esmalte secundario de molares

dessa espécie (Moustakas et al., 2011).
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Em relagdo a camundongos, ratazanas e M. domestica, a expressao de FGF4 em D.
albiventris foi detectada em um maior nimero de estruturas dentarias marcadas em fase de

botdo e campanula.

6.6.3- Comparagdo da localizagdo de transcritos e proteina de FGF4 durante o desenvolvi-

mento de D. albiventris

Comparando se¢des de germes dentarios em P2, houve sobreposicdo de marcagdo para
a proteina e para o RNAm de FGF4 no epitélio oral e condensagdo do ectomesénquima, na
maxila e na mandibula. Por outro lado, o epitélio dentario apresentou-se marcado em ambas
as técnicas apenas na mandibula. Tal comparagdo para germes dentdrios pode ser feita em
P10, com evidéncia de sobreposi¢do de marcagdo para FGF4 no epitélio oral, epitélio denta-
rio, foliculo dentario e papila dentdria para maxila e mandibula, mas no reticulo estrelado
apenas na maxila. As demais estruturas dentarias em P10 ndo puderam ser observadas nas
secdes submetidas a hibridizagdo in situ. Tais resultados podem evidenciar o papel mitogéni-
co do FGF4 durante o desenvolvimento do dente e que o pool/ de expressdo génica atende a

grande demanda de proteina observada nessas mesmas fases.

A comparagdo de seg¢des de troncos em P14 submetidas a hibridizagao in situ e imu-
noperoxidase demonstrou semelhangas entre as marcagdes nos seguintes tecidos: musculatura

esquelética, medula espinhal, tecido conjuntivo, epitélio, regides do intestino (ver Figura 33).

O mesmo ocorreu a0 compararmos os germes dentarios maxilares em P14 (apenas na
papila dentaria o FGF4 ndo foi imunolocalizado). Isso pode significar que, nessa idade, todo o
RNAm ¢ traduzido em proteina, com expressdo proteica nos mesmos tecidos de expressao
génica, possivelmente pela grande demanda gerada pelo rapido crescimento, exigindo aumen-
to de mitose ¢ histodiferenciagdo no germe dentario. O epitélio dentario interno, o n6é do es-
malte e o foliculo dentéario apresentaram maior intensidade de marcagdo para FGF4 em rela-
¢do a outros tecidos dentarios em P14, o que pode explicar que o pool génico de FGF4 no
germe, apos traduzido, encaminha-se para os tecidos dentdrios de maior demanda nessa fase,
provendo meios para a futura diferenciacao celular para produ¢do de dentina e esmalte, e me-
nor demanda para formagdo de polpa. A papila dentaria em P14 mostrou-se imunomarcada
para FGF2 e FGF3, os quais podem desempenhar o papel mitogénico que FGF4 nao desem-

penha nesse estagio e local.
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7-

CONCLUSAO

A maior parte de estudos moleculares e genéticos do desenvolvimento dentério foi fo-

cada em roedores, principalmente no camundongo Mus musculus, o qual possui uma denti¢ao

bastante uniforme, apresentando apenas incisivos € molares. Por outro lado, a maioria dos

mamiferos possui uma denticdo mais heterodonte, na qual ha muitos tipos distintos de dentes.

1-

Mais especificamente, foi possivel concluir a partir deste trabalho:

Histologicamente, nao ha distin¢des entre os estagios do desenvolvimento de molares de

D. albiventris e outros animais-modelo, especialmente roedores;

Anticorpos comerciais desenvolvidos para outras espécies (Homo sapiens, Mus musculus

e Rattus norvegicus) podem ser utilizados no gamb4;

FGF2, FGF3 ¢ FGF4 sdo expressos em mais estruturas dentdrias quando comparado com
roedores, indicando uma fun¢ao mais ampla desses fatores de crescimento do desenvol-

vimento dos dentes de gamba;

A sobreposi¢do de imunomarcacdo para FGF2, FGF3 e FGF4 ocorre principalmente nos

estagios de capuz e campanula, localizados no 6rgao do esmalte;

O desenvolvimento de ferramentas moleculares especificas para D. albiventris ¢ limitado

pela auséncia de informagdes de genoma e transcriptoma espécie-especifico;

A hibridizacdo in situ mostrou um padrdo amplo de expressdo de FGF4 em diversos teci-
dos e idades, possivelmente atribuido ao seu papel mitogénico e a sua difusibilidade no

meio intersticial;

As diferencas na expressao das moléculas FGF2, FGF3 e FGF4 entre D. albiventris e roe-
dores apontam para a necessidade de um aprofundamento dos estudos comparativos sobre
a interagdo epitélio-mesenquimal reguladora da odontogénese em modelos bioldgicos com

denticao completa, a fim de subsidiar a implementagao do gamba como modelo de estudo;

A constatacdo de uma via de sinalizacdo odontogénica mais proxima a de humanos pode
atrair a atencdo dos pesquisadores para esse modelo marsupial e tornar o D. albiventris

uma referéncia importante para Biologia do Desenvolvimento, uma vez que esse animal
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possui desenvolvimento dentdrio durante o periodo de lactagao, migra para o marsupio em
estado semiembrionario, tem médio porte e ndo exige sacrificio da genitora para acesso

aos filhotes.
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9- ANEXOS

9.1- Anexo 1

UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS
COMITE DE ETICA EM EXPERIMENTAGAO ANIMAL
-CETEA-

CERTIFICADO

Certificamos que o Protocolo n° 220/2008, relativo ao projeto intitulado
“Clonagem, sequenciamento e imunolocalizacao de moléculas
sinalizadoras da odontogénese no gamba Didelphis albiventris: um
mamifero com denticdo completa’, que tem como responsavel(is) Gerluza
Aparecida Borges Silva , estd(30) de acordo com os Principios Eticos da
Experimentagdo Animal, adotados pelo Comité de Etica em Experimenta¢ao
Animal (CETEA/UFMG), tendo sido aprovado na reunido de 26/ 11/2008.

Este certificado expira-se em 26/ 11/ 2013.

CERTIFICATE

We hereby certify that the Protocol n® 220/2008, related to the project entitled
“Cloning, sequencing and immunolocalization of signaling molecules of
odontogenesis in opossum Didelphis albiventris: a mammal with complete
dentition’, under the supervisiors of Gerluza Aparecida Borges Silva, is in
agreement with the Ethical Principles in Animal Experimentation, adopted by the
Ethics Committee in Animal Experimentation (CETEA/UFMG), and was
approved in November 26, 2008.

This certificate expires in November 26, 2013.

Belo Horizonte, 2 ovembro dg 2008.
Qwu/ﬂ
Prof. Humbe ereira Olveira
Coordenador do CETEA JUFMG

Universidade Federal de Minas Gerais
Avenida Anténio Carlos, 6627 - Campus Pampulha
Unidade Administrativa Il — 2° Andar, Sala 2005
31270-901 - Belo Horizante, MG - Brasil
Telefone: (31) 3499-4516 — Fax: (31) 3499-4592 110
www.ufmgq.br/bioeticalcetea - cetea@prpg.ufmg.br

(Mod.Cert. v1.0)



9.2- Anexo 2

Ministério do Meio Ambiente - MMA
Instituto Chico Mendes de Conservacéo da Biodiversidade - ICMBio
Sistema de Autorizacdo e Informacdo em Biodiversidade - SISBIO

Autorizagao para atividades com finalidade cientifica
Numero: 27354-2 Data da Emissao: 09/09/2012 20:03 Data para Revalidagao*: 09/10/2013

* De acordo com o art. 33 da IN 154/2009, esta autorizacdo tem prazo de validade equivalente ao previsto no cronograma de atividades do projeto,
mas devera ser revalidada anualmente mediante a apresentacao do relatério de atividades a ser enviado por meio do Sisbio no prazo de até 30 dias
a contar da data do aniversario de sua emissdo.

Dados do titular
Nome: Gerluza Aparecida Borges Silva CPF: 665.499.226-15

Titulo do Projeto: CLONAGEM, SEQUENCIAMENTO E IMUNOLOCALIZACAO DE MOLECULAS SINALIZADORAS DA ODONTOGENESE NO
GAMBA Didelphis albiventris: UM MAMIFERO COM DENTIGCAO COMPLETA.

Nome da Instituic&o : Instituto de Ciéncias Biolégicas/UFMG CNPJ: 17.217.985/0013-48

Cronograma de atividades

# Descricdo da atividade Inicio (més/ano) | Fim (més/ano)
1 | Captura de fémeas de D. albiventris prenhes para coleta de embrioes 07/2011 1072011
2 Processamento de amostras de embrides - dos de biologi lecul 07/2011 06/2012
3 to de amostras de embrioes para histologia e imunohistoquimi 07/2011 06/2012
4 2a Captura ( se nao conseguirmos todos os embrioes na 1a captura) de fémeas prenhes de D. albiventr 07/2012 10/2012
5 [P to (biologia molec, histologia e imunohistoquimica) dos embrioes coletados em 2012 0772012 1272012

Observacdes e ressalvas

As atividades de campo exercidas por pessoa natural ou juridica estrangeira, em todo o territorio nacional, que impliquem o deslocamento de recursos humanos e

1 | matenais, tendo por objeto coletar dados, materiais, espécimes biologicos e minerais, pecas integrantes da cultura nativa e cultura popular, presente e passada,
obtidos por meio de recursos e técnicas que se destinem ao estudo, a difusdo ou a pesquisa, estdo sujeitas a autorizacdo do Ministério de Ciéncia e Tecnologia.

Esta autorizacdo NAO exime o pesquisador titular e os membros de sua equipe da necessidade de obter as anuéncias previstas em outros instrumentos legais, bem
como do consentimento do responsavel pela area, puablica ou privada, onde sera realizada a atividade, inclusive do érgao gestor de terra indigena (FUNAI), da
unidade de conservacdo estadual, distrital ou municipal, ou do proprietario, arrendatario, posseiro ou morador de area dentro dos limites de unidade de conservacédo
federal cujo processo de regularizacdo fundiaria encontra-se em curso.

Este documento somente podera ser utilizado para os fins previstos na Instrucao Normativa IBAMA n® 154/2007 ou na Instrucao Normativa ICMBio n® 10/2010, no que
3 | especifica esta Autorizagdo, ndo podendo ser utilizado para fins comerciais, industriais ou esportivos. O material biolégico coletado devera ser utilizado para atividades
cientificas ou didaticas no ambito do ensino superior.

A autorizagdo para envio ao exterior de matenal biologico nao consignado devera ser requerida por meio do endereco eletronico www.ibama.gov.br (Servicos on-line -
4 | Licenca para importacdo ou exportacdo de flora e fauna - CITES e néo CITES). Em caso de material consignado, consulte www.icmbio.gov.br/sisbio - menu
Exportacdo.

O titular de licenca ou autorizacdo e os membros da sua equipe deverdo optar por métodos de coleta e instrumentos de captura direcionados, sempre que possivel,

5 | ao grupo taxonémico de interesse, evitando a morte ou dano significativo a outros grupos; e empregar esforco de coleta ou captura que ndo comprometa a viabilidade
de populagdes do grupo taxonémico de interesse em condi¢do in situ.

O titular de autorizacdo ou de licenca permanente, assim como os membros de sua equipe, quando da violacdo da legislacdo vigente, ou quando da inadequacdo,

6 | omissdo ou falsa descricdo de informagdes relevantes que subsidiaram a expedicdo do ato, podera, mediante decisdo motivada, ter a autorizacdo ou licenca
suspensa ou revogada pelo ICMBio e o material biolégico coletado apreendido nos termos da legislacdo brasileira em vigor.

Este documento ndo dispensa o cumprimento da legislacdo que dispde sobre acesso a componente do patriménio genético existente no territorio nacional, na

7 | plataforma continental e na zona econémica exclusiva, ou ao conheci to tradicional iado ao patriménio genético, para fins de pesquisa cientifica,
bioprospeccdo e desenvolvimento tecnoldgico. Veja maiores informagées em www.mma.gov.br/cgen.
8 Em caso de pesquisa em UNIDADE DE CONSERVACAO, o pesquisador titular desta autorizacao devera contactar a administracdo da unidade a fim de CONFIRMAR

AS DATAS das expedicdes, as condi¢cdes para realizacdo das coletas e de uso da infra-estrutura da unidade.
9 As atividades cor lad. nesta autorizacdo NAO ab ies brasileiras constante de listas oficiais (de abrangéncia nacional, estadual ou municipal) de

P P

espécies cadas de cdo, sobreexplotadas ou cadas de plotac

Equipe

# Nome Funcao CPF Doc. Identidade Nacionalidade
1 | francisco de assis pinheiro cotrim tecnico 025.877.396-08 m6381302 ssp-mg-MG Brasileira

2 | Erika Cristina Jorge professor pesquisador 261.370.228-11 25521816-3 SSP-SP Brasileira

3 | cristiane aparecida de sousa pesquisador 075.194.176-03 m9 168187 ssp-mg-MG Brasileira

4 | iria Gabriela Dias dos Santos ‘:'e”s'laui‘:(:z'r:““ Clentifica- [ 15 335.906-09 | MG14271948 IIPC-MG Brasileira

5 | guilherme alberto loureiro leandro Pesquisad: 924.721.256-15 m6098276 ssp-mg-MG Brasileira

6 | ALFREDO MIRANDA DE GOES Professor Pesquisadi 084.342.205-04 000000000 SSP-MG Brasileira

Este documento (Autorizacdo para atividades com finalidade cientifica) foi expedido com base na Instrucdo Normativa n®154/2007. Através do codigo
de autenticacdo abaixo, qualquer cidad&o podera verificar a autenticidade ou regularidade deste documento, por meio da pagina do Sisbio/ICMBio na

Internet (www.icmbio.gov .br/sisbio).

codgo de uenticacao swestert |}
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Ministério do Meio Ambiente - MMA
Instituto Chico Mendes de Conservacéo da Biodiversidade - ICMBio
Sistema de Autorizacdo e Informacdo em Biodiversidade - SISBIO

Autorizacao para atividades com finalidade cientifica

Numero: 27354-2 Data da Emissao: 09/09/2012 20:03 Data para Revalidagao*: 09/10/2013

* De acordo com o art. 33 da IN 154/2009, esta autorizacao tem prazo de validade equivalente ao previsto no cronograma de atividades do projeto,
mas devera ser revalidada anualmente mediante a apresentacdo do relatério de atividades a ser enviado por meio do Sisbio no prazo de até 30 dias
a contar da data do aniversario de sua emissao.

Dados do titular

Nome: Gerluza Aparecida Borges Silva CPF: 665.499.226-15

Titulo do Projeto: CLONAGEM, SEQUENCIAMENTO E IMUNOLOCALIZACAO DE MOLECULAS SINALIZADORAS DA ODONTOGENESE NO
GAMBA Didelphis albiventris: UM MAMIFERO COM DENTICAO COMPLETA.

Nome da Instituicdo : Instituto de Ciéncias Biolégicas/lUFMG CNPJ: 17.217.985/0013-48

[7

Locais onde as atividades de campo seréo executadas

# Municipio UF [Descricao do local Tipo
1 | BELO HORIZONTE MG Estacdo Ecologica - Mata da Univ. Federal de Minas Gerais Fora de UC Federal
2 | BELO HORIZONTE MG Instituto de Ciéncias Biolégicas da UFMG Fora de UC Federal

Atividades X Taxons

# Atividade Taxons
1 [ Captura de animais silvestres in situ Didelphis, Didelphis albiventris
2 | Coletaltransporte de espéci da fauna silvestre in situ Didelphis albiventris (*Qtde: 6), Didelphis (*Qtde: 6)
3 Manute_nggo temporaria (até 24 meses) de vertebrados silvestres Didelphis albiventris, Didelphis
em cativeiro

* Qtde. de individuos por espécie/localidade/unidade de conservacdo, a serem coletados durante um ano.

Material e métodos

[1_[Meétodo de captural/coleta (Outros mamiferos) [ Armadilha tipo gaiola com atrac3o por iscas _("Box Trap/Tomahawk/Sherman™)

TO0QAL VLV AMADPOORNZMODEMO S D

Destino do material bioldgico coletado

[#] Nome local destino [ Tipo Destino

[[T_[Instituto de Ciéncias Biolégicas/lUFMG | Instituto de Pesquisa - ICB/UFMG

Este documento (Autorizacdo para atividades com finalidade cientifica) foi expedido com base na Instrucdo Normativa n®154/2007. Através do codigo
de autenticac&o abaixo, qualquer cidaddo podera verificar a autenticidade ou regularidade deste documento, por meio da pagina do Sisbio/ICMBio na

Internet (www.icmbio.gov br/sisbio).

Codigo de autenticagao: 99931611 H‘l‘l”l‘l‘l”‘ll”l |‘
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Ministério do Meio Ambiente - MMA
Instituto Chico Mendes de Conservacéo da Biodiversidade - ICMBio
Sistema de Autorizacdo e Informacdo em Biodiversidade - SISBIO

Autorizacao para atividades com finalidade cientifica

Numero: 27354-2 Data da Emissao: 09/09/2012 20:03 Data para Revalidagao*: 09/10/2013

* De acordo com o art. 33 da IN 154/2009, esta autorizacao tem prazo de validade equivalente ao previsto no cronograma de atividades do projeto,
mas devera ser revalidada anualmente mediante a apresentacdo do relatério de atividades a ser enviado por meio do Sisbio no prazo de até 30 dias
a contar da data do aniversario de sua emissao.

Dados do titular

Nome: Gerluza Aparecida Borges Silva CPF: 665.499.226-15

Titulo do Projeto: CLONAGEM, SEQUENCIAMENTO E IMUNOLOCALIZACAO DE MOLECULAS SINALIZADORAS DA ODONTOGENESE NO
GAMBA Didelphis albiventris: UM MAMIFERO COM DENTICAO COMPLETA.

Nome da Instituicdo : Instituto de Ciéncias Biolégicas/UFMG | CNPJ: 17.217.985/0013-48

Registro de coleta imprevista de material biolégico

De acordo com a Instrucdo Normativa n°154/2007, a coleta imprevista de material biolégico ou de substrato ndo
contemplado na autorizacdo ou na licenca permanente devera ser anotada na mesma, em campo especifico, por
ocasido da coleta, devendo esta coleta imprevista ser comunicada por meio do relatério de atividades. O transporte do
material biolégico ou do substrato devera ser acompanhado da autorizagdo ou da licenca permanente com a devida
anotacdo. O material biolégico coletado de forma imprevista, devera ser destinado a instituicéo cientifica e, depositado,
preferencialmente, em colecéo bioldgica cientifica registrada no Cadastro Nacional de Colecdes Biolégicas (CCBIO).

Taxon* Qtde. Tipo de amostra Qtde. Data

* Identificar o espécime no nivel taxonémico possivel.

Este documento (Autorizacdo para atividades com finalidade cientifica) foi expedido com base na Instrucdo Normativa n®154/2007. Através do codigo
de autenticac&o abaixo, qualquer cidaddo podera verificar a autenticidade ou regularidade deste documento, por meio da pagina do Sisbio/ICMBio na

Internet (www.icmbio.gov br/sisbio).

Codigo de autenticagao: 99931611 ”‘l‘l”l‘l‘lmlml |‘
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