&"’A UNIVERSIDADE ESTADUAL DE CAMPINAS

INSTITUTO DE BIOLOGIA
o

UNICAMP

VIVIANE DE SOUZA ROSA

Analise da expressao e funcao de Coup-TFI e Coup-TFII durante

o inicio do desenvolvimento embrionario de camundongo.

CAMPINAS

2019



VIVIANE DE SOUZA ROSA

“Analise da expressiao e funcao de Coup-TFI e Coup-TFII durante o inicio

do desenvolvimento embrionario de camundongo”

Tese apresentada ao Programa de Pos-Graduacdo
em Biologia Celular e Estrutural do Instituto de
Biologia da Universidade Estadual de Campinas
para obtencdo do Titulo de Doutora em Biologia
Celular e Estrutural, na drea de Biologia Tecidual.

ESTE ARQUIVO DIGITAL CORRESPONDE A VERSAO
FINAL DA TESE DEFENDIDA PELA ALUNA VIVIANE
DE SOUZA ROSA E ORIENTADA PELO PROF.
HENRIQUE MARQUES BARBOSA DE SOUZA.

Orientador: HENRIQUE MARQUES BARBOSA DE SOUZA

CAMPINAS
2019



Ficha catalografica
Universidade Estadual de Campinas
Biblioteca do Instituto de Biologia
Ana Maria Rabetti - CRB 8/2471

Rosa, Viviane de Souza, 1988-

R71a Analise da expresséo e funcéo de Coup-TFI e Coup-TFIl durante o inicio
do desenvolvimento embrionario de camundongo. / Viviane de Souza Rosa. —
Campinas, SP : [s.n.], 2019.

Orientador: Henrigque Marques Barbosa de Souza.
Tese (doutorado) — Universidade Estadual de Campinas, Instituto de
Biologia.

1. Células-tronco embrionarias. 2. Desenvolvimento embrionario. |
Marques-Souza, Henrique, 1977-_ 1. Universidade Estadual de Campinas.
Instituto de Biologia. I1l. Titulo.

Informacdes para Biblioteca Digital

Titulo em outro idioma: Analysis of the expression and function of Coup-TFI and Coup-TFII
during early embryonic mouse development.
Palavras-chave em inglés:

Embryonic stem cell

Embryonic development

Area de concentragéo: Biologia Tecidual

Titulagdo: Doutora em Biologia Celular e Estrutural

Banca examinadora:

Henrique Marqgues Barbosa de Souza [Onientador]

Marilene Hohmuth Lopes

Talita Miguel Mann

Lucia Elvira Alvares

Aline Mara dos Santos

Data de defesa: 10-06-2019

Programa de Pés-Graduagéo: Biologia Celular e Estrutural

Identificagao e informagoes académicas dofa) alunofa)
- ORCID do autor: hitps:/forcidorg/0000-0002-0502-6731
- Curriculo Lattes do autor: hitp:Mattes.cnpq briS54 1068785458515



Campinas, 10 de junho de 2019.

COMISSAO EXAMINADORA

Dr. Henrique Marques Barbosa de Souza (Orientador)
Dr(a). Marilene Hohmuth Lopes

Dr(a). Talita Miguel Marin

Dr(a). Lucia Elvira Alvares

Dr.(a). Aline Mara dos Santos

Os membros da Comissdo Examinadora acima assinaram a Ata de Defesa, que se encontra

no processo de vida académica do aluno.



Agradecimentos

Agradeco primeiramente a Deus pela oportunidade de poder fazer o que amo e de sempre

iluminar meu caminho.

Aos meus pais pelo amor, dedicacdo, ensinamentos e acima de tudo por sempre apoiarem
minhas escolhas e acreditarem que sou capaz. Ao meu irmao Fabricio, pelo apoio e forca, de
sempre e a Mirtes, ex-prima e amiga pela ajuda essencial que possibilitou minha chegada até

aqui.

Aos tantos amigos que de alguma forma contribuiram para que eu nao enlouquecesse durante
esssa trajetdria, Yanna, Jéssica, Paula, Michele, Thiago, Beto, Déia, Belleza e Lucas e aos que
mesmo por um curto periodo de tempo compartilharam um espagco em casa, Ivana, Luanda,
Silvania, Mauro e Isabela, meu muito obrigada pelas conversas, risos, lgrimas e principalmente

pela infinita paciéncia.

As meninas da sala de pds-graduacio, Bianca, Paula, Lucimara, Marina, Fernanda, Carol,
Renata, Valquiria e Angela obrigada pela companhia e gordices, quase que didrias e por

tornarem os dias no DHE tao divertidos e dnicos.

Ao pessoal do Large, Diego, Cyro, Mika, Thaisa e Amanda. Principalmente as meninas com
quem compartilhei esses ultimos anos, inimeros experimentos, mas nem tantos resultados

assim. Muito obrigada, foi de grande aprendizagem tudo que passamos.

Ao meu orientador Henrique Marques, pela oportunidade de estar aqui. Obrigada pelos
ensinamentos, apoio nos momentos em que nada funciona e comemoracdes quando algo da

certo. Aprendi e cresci muito durante esses seis anos. Muito obrigada por tudo.

Ao professor Silvio pela amizade e ajuda com o texto. Ao Prof. Paulo Joazeiro, que me orientou
durante a Iniciagdo Cientifica, agradeco pelos conselhos, histérias e exemplo na conduta

profissional. Deixo aqui registrado meu respeito e admiragao que tenho pelo Sr.

A professora Magdalena Zernicka-Goetz, por me receber por duas vezes em seu laboratorio na
Universidade de Cambridge e por todo suporte e apoio. Agradeco também a Marta
Shahbazi com quem tive o imenso prazer e posso dizer sorte de trabalhar durante esse periodo.
Muito obrigada por todo o ensinamento, paciéncia e por me fazer acreditar novamente na

pesquisa cientifica.



A todos os docentes do Departamento de Bioquimica e Biologia Tecidual, por terem
disponibilizado espagos para o desenvolvimento desse trabalho e pela 6tima convivéncia nos

altimos 10 anos.

A Lilian Panagio, ex secretdria do Programa de Pés-graduacio em Biologia Celular e Estrutural,

pelas informacdes, atencao e suporte a mim prestados.

Ao INFABIC, nas pessoas da Mariana e do Vitor e ao LIB (Laboratério de Imagens Biolégicas),
coordenado pelo Murilo pela disponibilidade e principalmente pela ajuda na aquisi¢do das

imagens.

A Universidade Estadual de Campinas e ao Programa de Pés-Graduacio em Biologia Celular
e Estrutural por terem disponibilizado espaco e oportunidades para meu crescimento

profissional.

Ao Fundo de Apoio ao Ensino, Pesquisa e Extensdao (FAEPEX — nimero de solicitagdo
2345/19) pela concessdao do Auxilio Ponte o qual foi de fundamental importancia durante a

finalizacao deste trabalho.

O presente trabalho foi realizado com apoio da Coordenagdo de Aperfeicoamento de Pessoal
de Nivel Superior Brasil (CAPES) — PDSE/CAPES 88881.132023, do Conselho Nacional de
Desenvolvimento Cientifico e Tecnoldgico (CNPq) — processo de numero 141437/2018-9 e da
Fundacdo de Amparo a Pesquisa do Estado de Sao Paulo (FAPESP) — processo 2012/09602-0.



Resumo

Durante o desenvolvimento embriondrio de camundongos, até o momento da implantacdo o
embrido é composto por dois folhetos extraembriondrios, a endoderme primitiva e a
trofectoderma e um folheto embrionério, o epiblasto. Apds o processo de implantagdo, ocorre
a gastrulacdo, a qual € responsdvel pela formacdo e posicionamento dos trés folhetos
germinativos: mesoderme, endoderme e ectoderme, os quais irdo originar o embrido em si, entre
os estdgios E6.5 — E7.5. Esses eventos sdo finamente regulados por interagdes entre vias de
sinalizacdes e fatores de transcri¢do. Coup-TFI e Coup-TFII (Chicken ovalbumim upstream
promoter transcription factor 1 e 1I), sdo receptores nucleares que apresentam importantes
func¢des durante o desenvolvimento embriondrio, sendo descritos por atuarem na transi¢ao entre
a pluripoténcia e aquisi¢do de destinos celulares. Neste trabalho, buscamos avaliar por ensaios
de perda de funcao in vivo utilizando siRNA e in vitro através de nocaute génico de Coup-TFII,
se 0s Coup-TFs participam na formacdo da endoderme primitiva, um dos folhetos
extraembriondrios, além de analisar qual a funcdo de COUP-TFII durante a formacao dos trés
folhetos germinativos por meio da diferenciacdo de células-tronco embriondrias em corpos
embridides. Nossos resultados sugerem que ambos Coup-TFs participam em conjunto da rede
de regulacdo génica para a correta especificacdo da endoderme primitiva, atuando como
reguladores negativos, tanto de fatores de pluripoténcia, quanto de fatores importantes para a
especificagdo da endoderme primitiva. Ao passo que COUP-TFI atua bloqueando a
pluripoténcia para que as células possam seguir destinos de endoderme primitiva, COUP-TFII
atua no controle do nivel de expressdao de genes expressos neste folheto extraembrionério.
Adicionalmente, durante a especificacdo dos trés folhetos germinativos, a qual nés analisamos
por meio da diferenciagdo de células-tronco embriondrias, detectamos um padrdao de co-
expressao de COUP-TFII com marcadores de ectoderme e mesoderme. Esse padrdao de co-
localizag@o, juntamente com as andlises de nocaute génico sugerem que COUP-TFII esta
atuando como regulador negativo, tanto de destinos mesodérmicos quanto neuroectodérmicos.
Por fim, demonstramos que tanto Coup-TFI como Coup-TFII estdo possivelmente sendo
regulados pela sinalizagdo FGF, uma importante via de sinalizagdo que controla a formacdo da
endoderme primitiva e a gastrulagdo. Nossos dados em conjunto adicionam dois novos fatores
na rede de regulagdo que controla a formacao da endoderme primitiva, além de demonstramos
a participagdo de Coup-TFII durante a formagdo dos trés folhetos germinativos, eventos

essenciais para a formagdao do embrido.



Abstract

During the mouse embryonic development, prior to implantation, the embryo is formed by two
extraembryonic tissues: the primitive endoderm and the trophectoderm and one embryonic
tissue, the epiblast. After implantation, gastrulation takes place, a process responsible for the
formation and positioning of the three germ layers: mesoderm, endoderm and ectoderm, which
will compose the whole embryo, between the stages E6.5 - E7.5. These events are accurately
regulated by interactions between signalling pathways and transcription factors. Coup-TFI and
Coup-TFIl (Chicken ovalbumim upstream promoter transcription factor I and II), are
transcription factors that play key role during embryonic development. Both have been reported
to participate in the transition from pluripotency to cell fate specification. In this study, we
sought to analyse through loss of function essays in vitro by siRNA essays and in vivo, by using
a Coup-TFII knockout embryonic stem cells, whether Coup-TFs participate in the formation of
the primitive endoderm, an extraembryonic layer. Besides that, we analysed the function of
Coup-TFIl during the formation of the three embryonic germ layers by differentiating
embryonic stem cells into embryoid bodies. Our results showed that both COUP-TFs participate
together in the gene regulatory network for the correct specification of the primitive endoderm,
acting as negative regulators of both, pluripotency factors and important factors for the
primitive endoderm specification. While Coup-TFI acts by blocking pluripotency, allowing that
cells to follow primitive endoderm fates, COUP-TFII acts to control the expression level of
genes expressed in this extraembryonic endoderm. In addition, during germ layer specification
in embryoid bodies, we detected a COUP-TFII co-expression pattern with ectoderm and
mesoderm markers. This co-localization pattern, together with gene knockout analyses
demonstrated that COUP-TFII regulates negatively mesodermal and neuroectodermal specific
markers. Finally, we demonstrated that Coup-TFI and Coup-TFII are being regulated by FGF
signalling, an important signalling pathway that controls the endoderm primitive segregation
and gastrulation. Our results together add two new factors in the regulation network that
controls the formation of the primitive endoderm. We also provide evidence that Coup-TFII is
participating during the formation of the three germ layers, important event for the formation

of the embryo.
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1 Introducao

O desenvolvimento inicial de um organismo requer complexas interacdes entre vias
de sinalizacOes e fatores de transcricdo, as quais sdo responsaveis por coordenar a especificacdo
regionalizada e migracdo celular de precursores de linhagens celulares em espacos € momentos
especificos. Durante os primeiros dias do desenvolvimento de camundongo, o embrido passa
por diversas alteracdes morfogenéticas, originando uma estrutura composta por dois folhetos
extraembriondrios, a trofectoderma e a endoderme primitiva. Estes dois tecidos
extraembrondrios circundam o epiblasto, responsdvel por originar o embrido em si.
Posteriormente a segregacdo destes folhetos, ocorre o processo de implantacdo no ttero, em
torno do E4.75 - ES5.5. A implantacdo é acompanhada por profundas mudancas, tanto no
compartimento embriondrio, quanto no extraembriondrio, permitindo assim o inicio do préximo
evento do desenvolvimento, conhecido como gastrulacio (Tam e Loebel 2007; Shahbazi e
Zernicka-Goetz, 2018).

A gastrulacdo, por sua vez, € responsavel por originar os trés folhetos germinativos
que compdem o embrido: endoderme, mesoderme e ectoderme. A endoderme originard o
epitélio de revestimento do trato digestivo e 6rgdaos como pulmdo, figado e pancreas. A
mesoderme € responsavel por formar o coracao, musculos, tecido dsseo e cartilaginoso e tecido
conjuntivo. A ectoderme é responsdvel por originar o sistema nervoso, epiderme e anexos
cutaneos. Concomitante a formacgao dos trés folhetos germinativos ocorre a padronizagdo de
eixos corporais no embrido, como o eixo antero-posterior, onde € necessdria a participacdo das
células dos compartimentos extraembriondrios (Tam e Loebel 2007; Shahbazi e Zernicka-
Goetz, 2018).

Uma vez que esses eventos ocorrem enquanto o embrido se desenvolve dentro do
corpo da mae, torna-se dificil acessar os detalhes que regem as aquisi¢des de destinos celulares
e os movimentos morfogenéticos. Entretanto, nos tultimos anos a criacdo de técnicas que
permitem que o embrido se desenvolva in vitro durante o inicio do desenvolvimento, aliado
com o desenvolvimento de técnicas de microscopia e de controle da expressdao gé€nica, tem nos
proporcionado o entendimento de como as linhagens celulares s@o especificadas e a desvendar
como uma unica célula é capaz de originar um organismo complexo. Além disso, o uso das
células-tronco embrionarias (CTE), como um sistema modelo para o estudo da Biologia do
Desenvolvimento tornou possivel o estudo de eventos chaves que regulam a aquisi¢do inicial

de destinos celulares durante o desenvolvimento de embrides (Murry e Keller, 2008).
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No presente trabalho avaliamos a participacio de COUP-TFI e COUP-TFII
(Chicken ovalbumim upstream promoter transcription factor 1 and 1I) durante a segregacdo da
endoderme primitiva in vivo e in vitro e de COUP-TFII durante a formacao dos trés folhetos
germinativos in vitro. Nos questionamos qual seria a funcio desses fatores em ambos contextos,
pois trabalhos demonstram que tanto Coup-TFI quanto Coup-TFII sdo expressos por células da
endoderme primitiva no E3.5. Além do mais, ambos ji foram descritos participando de
circuitos regulatérios que controlam a transi¢do entre a pluripoténcia e a aquisi¢do de destinos
celulares (Fujikura et al., 2002; Rosa e Brivanlou, 2011).

Os receptores nucleares COUP-TFI e COUP-TFII apresentam um padrdo de
expressao distinto em tecidos originados dos trés folhetos germinativos. Enquanto COUP-TFI
€ altamente expresso no sistema nervoso, COUP-TFII € expresso no 4trio € no mesénquima de
orgdos em desenvolvimento (Qiu et al., 1994; Pereira et al., 1995; Pereira et al., 2000; Lin et
al., 2011). Além disso, ambos ja foram descritos por modular a expressao de fatores especificos
da endoderme extraembriondria (Edgar e Murray 2001; Fujikura et al., 2002).

Apesar de amplamente caracterizados durante estagios tardios do desenvolvimento
embriondrio, a fun¢do de ambos Coup-TFs em estdgios mais iniciais do desenvolvimento €
pouco explorada. Diante disso, buscamos demonstrar em que momentos do desenvolvimento
esses fatores sdo ativados e como esses participam da rede de regulacdo que coordena a
formacdo de um folheto extraembriondrio, a endoderme primitiva. Aliado a isso, o fato de
Coup-TFII apresentar um padrdo de expressao muito amplo entre derivados dos trés folhetos
germinativos nos levou a questionar se esse teria alguma participacdo durante o inicio da
gastrulacao.

Nosso trabalho demonstrou a participagdo de COUP-TFI e COUP-TFII no
complexo circuito que regula a formacdo e manutencdo da endoderme primitiva, sendo que
COUP-TFI parece ser mais essencial no inicio desse processo, enquanto COUP-TFII
desempenha funcdes relacionadas a manutencdo dessas células. Além disso COUP-TFII
participa da regulacdo que controla a aquisi¢do de destinos mesodérmicos e ectodérmicos
durante a gastrulacdo. Por ultimo, demonstramos que métodos que bloqueiam a via de
sinalizacdo FGF, essencial durante esses dois momentos do desenvolvimento, decrescem a
expressdao de Coup-TFI e Coup-TFII. Esses resultados em conjuto somam indicios da

participacdo de ambos Coup-TFs durante o inicio do desenvolvimento embrionério.
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1.1 Revisao Bibliografica

1.1.1 Estagios iniciais do desenvolvimento embrionario de camundongo

Durante os primeiros dias do desenvolvimento embrionario de camundongos, duas
divisdes celulares assimétricas posicionam células mais externa e mais internamente no
embrido em formacdo. Células posicionadas perifericamente originardo o trofectoderma,
enquanto as células internas irdo originar a massa celular interna no estdgio E3.5. O préximo
estdgio (E4.5) é marcado pela segregacio das células da massa celular interna em epiblasto e
endoderme primitiva. Nesse estigio o embrido € denominado de blastocisto. Enquanto o
epiblasto ird originar o embrido em si, a endoderme primitiva ird formar os anexos
extraembriondrios em conjunto com o trofectoderma, tais como saco vitelinico e placenta,
respectivamente (Rossant e Tam, 2009; Morris et al., 2010; Stephenson et al., 2012; Bedzhov
et al., 2014).

Logo apds a completa definicio dos trés folhetos embriondrios (epiblasto,
endoderme primitiva e trofectoderma) no estdgio E4.5, tem inicio o processo de implantacao
no utero entre E4.75 — E5.0, o qual é acompanhado por uma intensa modificacdo desse
blastocisto. Ao passo que as células do epiblasto se organizam em uma estrutura epitelial que
envolve a cavidade aminidtica (Bedzhov e Zernicka-Goetz, 2014), no compartimento
extraembriondrio, o trofectoderma origina adjacente ao epiblasto a ectoderme extraembriondria
(Figura 1). Uma vez formada, a ectoderme extraembriondria fornece tanto células necessarias
a formacdo da placenta, quanto células que originardao as células trofobldsticas gigantes,
indispensaveis ao processo de implantagdo (Latos e Hemberger, 2016; Shahbazi e Zernicka-
Goetz, 2018). Paralelamente, a endoderme primitiva passa por um processo de diferenciacio e
origina duas populacdes celulares distintas: a endoderme parietal, que se alinha com as células
trofoblasticas gigantes recobrindo o embrido externamente e a endoderme visceral, a qual

recobre o epiblasto e a ectoderme extraembrionaria (Figura 1) (Latos e Hemberger, 2016).
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Figura 1: Resumo dos principais eventos durante o inicio do desenvolvimento embrionario de camundongo:
No E4.5 o embrido é composto pelo Epiblasto, Endoderme Primitiva e Trofectoderma, denominado de blastocisto.
As células do Epiblasto se polarizam e ocorre um processo de lumenogénese, formando a cavidade amniética no
ES5.0. Por volta do ES.5, algumas células da Endoderme Visceral se especificam gerando a Endoderme Visceral
Distal, as quais migram anteriormente (seta vermelha), originando a Endoderme Visceral Anterior, responsavel
por induzir a formacdo da linha primitiva no lado oposto do embrido (posterior), iniciando assim, o processo de
gastrulac@o no E6.5. Adaptada de Shahbazi e Zernicka-Goetz, 2018.

Apesar de ndo participarem da formagdo do embrido em si, os folhetos
extraembriondrios sdo de extrema importancia para a implantacdo e formacdo da cavidade
amniodtica. Além disso, emitem sinais moleculares que controlam a padronizagcdo do eixo
antero-posterior e consequente formacdo da linha primitiva durante a gastrulacdo (Tam e
Loebel, 2007; Latos e Hemberger, 2016).

Um dos primeiros eventos que ocorre no embrido e é controlado pelas células dos
folhetos extraembrionarios € a formagdo da cavidade amnidtica. Esse processo € caracterizado
pela polarizagdo das células do epiblasto, as quais adquirem uma conformacdo epitelial
caracteristica de roseta e consequente formacdo de um limen, a cavidade amnidtica (ES.0 —
ES5.5) (Bedzhov e Zernicka-Goetz, 2014). Para que ocorra a polarizacao celular em dominio
apical/basal e o processo de lumenogénese € necessdria a interacdo de receptores Pl1-
INTEGRINA, presentes nas membranas dessas células com componentes da matriz extracelular
adjacente, composta principalmente por LAMININA. Nesse estigio do desenvolvimento a
LAMININA ¢ secretada por células da trofectoderma e endoderme primitiva, os dois folhetos
extraembrionarios (Tam e Loebel, 2007; Li et al., 2003; Bedzhov e Zernicka-Goetz, 2014).

Além disso, os folhetos extraembriondrios também sido essenciais para a

padronizacdo do eixo antero-posterior do embrido e consequente inicio da gastrulacdo (Tam e
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Loebel, 2007; Shahbazi e Zernicka-Goetz, 2018). Aproximadamente no ES5.5, na porc¢do distal,
algumas células da Endoderme Visceral se diferenciam e formam a Endoderme Visceral Distal.
Uma vez formadas, essas células migram no sentido anterior, caracterizando assim, a regiao
anterior do embrido. A partir desse momento essas células sdo entdo denominadas Endoderme
Visceral Anterior (Figura 1) (Srinivas, 2006; Rivera-Perez et al., 2003; Shahbazi e Zernicka-
Goetz, 2018). As células que compdem a Endoderme Visceral Anterior sdo responsaveis por
secretarem antagonistas de WNT e NODAL, criando assim, um gradiente de expressdo antero-
posterior dessas sinalizacdes. Esse gradiente de expressdo € responsdvel por desencadear a
especificacdo da linha primitiva na parte posterior do Epiblasto ao redor do E6.5, caracterizada
pela expressdao localizada de BRACHYURYT e WNT3 nessa regido (Rivera-Pérez e
Magnuson, 2005;Tam et al., 2006; Tam e Loebel, 2007).

Num préximo momento, as células da regido posterior do epiblasto passam por uma
transicdo epitélio-mesénquima, migram através da linha primitiva e originam a mesoderme e a
endoderme definitiva. J4 as células que ndo migraram se diferenciam em derivados
ectodérmicos, se posicionando no lado anterior do embrido. Esse processo € conhecido como
gastrulacdo e € responsavel por originar os trés folhetos que irdo compor o embrido em si:
endoderme, mesoderme e ectoderme (Tam et al., 2006; Tam e Loebel, 2007).

Os movimentos morfogenéticos descritos acima, 0s quais caracterizam 0s eventos
iniciais do desenvolvimento embriondrio, sdo controlados pela ativacdo e inibi¢do de vias de
sinalizacdo como BMP, WNT, FGF e membros da familia TGF-, como ACTIVINA/NODAL.
Essas vias sdo ativadas em momentos e em regides especificas, as quais ativam ou inibem a
expressao de fatores de transcri¢cdo, criando assim as redes de regulacdes génicas que controlam
a formagdo de um organismo (Hogan, 1996; Tam e Behringer, 1997; Schier e Shen, 2000;
Yamaguchi, 2001; Rivera-Pérez e Hadjantonakis, 2015).

Dentre as diversas vias de sinalizagdo que regem o desenvolvimento embrionério,
a via de sinalizacdo FGF tem grande destaque durante as primeiras aquisicdes de destinos
celulares, uma vez que coordena a segregacdo dos folhetos extraembriondrios, além de ser
essencial durante os movimentos morfogenéticos durante a gastrulagdao (Tam e Loebel, 2007;

Yamanaka et al., 2010).

1.1.2 Funcao da sinalizacao FGF no inicio do desenvolvimento embrionario

A sinalizacdo FGF (do inglés Fibroblast Growth Factor) é constituida por 18

ligantes que interagem com 4 diferentes receptores (FGFrl, FGFr2, FGFr3 e FGFr4) os quais
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sdo expressos em diferentes estdgios do desenvolvimento embriondrio, organogénese e também
no organismo adulto, onde participam do controle de diferentes processos bioldgicos. A
interacdo dos ligantes de FGF com seus receptores € regulada por proteoglicanos, como
Heparan Sulfato, o qual atua como cofator responsdvel por regular a afinidade e especificidade
dessa interagdo ligante-receptor (Ornitz e Itoh, 2015; Brewer et al., 2016).

Durante os estdgios iniciais do desenvolvimento a sinalizacdo FGF € responsavel
por coordenar a segregacdo de células da massa celular interna em epiblasto e endoderme
primitiva, processo que ocorre entre os E3.5 e E4.5 (Morris et al., 2013; Yamanaka et al., 2010).
Além do mais, também € essencial na aquisicdo de destinos celulares do embrido durante a
gastrulacdo que se inicia no E6.5 (Ciruna e Rossant, 2001; Tam e Loebel, 2007).

No estdgio E3.5 NANOG marcador do epiblasto pluripotente e GATAS®,
caracteristico da endoderme primitiva, ainda sdo co-expressos nas c€lulas da massa celular
interna, mas esse padrao de expressdo se torna mutualmente exclusivo uma vez que as células
se comprometem com destinos especificos, sendo NANOG expresso nas células do epiblasto e
GATAG, nas células da endoderme primitiva (Chazaud et al., 2006; Guo et al., 2010). Estudos
mostram que essa expressao diferencial entre Nanog e Gatab é controlada pela correlacio
inversa de expressao de FGF4 em células que originardo o epiblasto, enquanto as células que
dardo origem a endoderme primitiva expressam o receptor de FGF2 (FGFr2). O fato de células
que irdo originar a endoderme primitiva apresentarem uma maior quantidade de FGFr2, faz
com que essas células sejam mais responsivas a sinalizacdo FGF, quando comparadas com as
células que originardo o epiblasto, fazendo com que essas células migrem e formem a
endoderme primitiva. (Nichols et al., 2009; Guo et al., 2010, Lanner e Rossant, 2010).

A importincia da sinalizacdo FGF durante a formacdo da endoderme primitiva é
comprovada por ensaios de nocaute génico, onde embrides nocaute para Fgf4, expressam
inicialmente GATA6, SOX17 e PDGFRa, identificados como marcadores iniciais deste
folheto, porém a expressdo desses fatores ndo € mantida. Com a perda da expressao desses
fatores, as células da massa celular interna que iriam migrar para formar a endoderme primitiva
passam a expressar marcadores do epiblasto, como NANOG, bloqueando assim a formacao da
endoderme primitiva (Morris, et al., 2010; Kang et al., 2012; Krawchuk et al., 2013). Resultados
similares foram encontrados na auséncia dos receptores de FGF1 e FGF2 (FGFrl e FGFr2,
respectivamente), em que os pesquisadores relatam que nos embrides nocaute para ambos 0s
receptores as células da massa celular interna ndo migram para originar a endoderme primitiva,
€ assim como no nocaute para Fgf4, as células mantém a expressdao de NANOG (Molotkov et

al., 2017).
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A auséncia de genes chaves nesse processo também tem sido descrita por perturbar
a formacdo da endoderme primitiva. Entretanto como esse é um processo altamente regulado
por diversos fatores que sdo co-expressos, ocorre uma redundancia de funcao, sendo dificil
identificar funcdes especificas de genes individuais. Adicionalmente, como outros fatores
podem compensar a funcdo do gene deletado, muitas vezes o nocaute de fatores individuais
causa letalidade ou defeitos severos somente em estdgios mais tardios, como pds gastrulacao
(Kuo et al., 1997; Futaki et al., 2004; Shimoda et al., 2007; Niakan et al., 2010)

Um dos exemplos € GATAG6, considerado um dos primeiros fatores caracteristicos
de endoderme primitiva a ser ativado. E inicialmente expresso no E2.5, sendo que sua auséncia
¢ letal no E6.5 devido a defeitos na endoderme visceral. Além disso os embrides nocaute para
Gata6 nao expressam Sox17, Gata4, Pdgfro e Hnf4a, importantes marcadores de endoderme
primitiva e endoderme visceral, enquanto as células do Epiblasto mantém a expressao de Oct4
e Sox2 (Morrisey et al., 1998; Schrode et al., 2014). Por outro lado, a auséncia de Gata4 causa
letalidade em embrides entre o E8.5 e E10.5 com diversos problemas de ma formacdes,
incluindo cardiacas, porém esses embrides mantém a expressdo de Gata6, Hnf4a e Hnf3f
(Foxa2) (Kuo et al., 1997).

De forma similar ao observado para Gata4, a auséncia de SOX17 também ndo
bloqueia a formacdo de endoderme primitiva, mas sim causa defeitos tardios na endoderme
definitiva e ndo na extraembriondria. Os autores ainda relatam que a auséncia de fendtipo na
endoderme extraembriondria, folheto onde esse gene estd altamente expresso no periodo pré-
gastrulacdo, provavelmente estd associada a compensacdo por outros fatores os quais atuam
nesse processo, como Sox7 e Gata6 (Kanai-azuma et al., 2002; Shimoda et al., 2007).

Além de ser essencial para a formacao de folhetos extraembriondrios, a sinalizacdo
FGF € indispensavel durante a gastrulagdo (Ciruna e Rossant, 2001; Tam e Loebel, 2007). O
crucial papel de FGF durante a formacgdo dos trés folhetos embriondrios € evidenciado pelos
fendtipos causados na auséncia de FGFS8 e receptor de FGF1 (FGFrl). O nocaute de Fgfr1 causa
falha na transicao epitélio mesénquima, evento necessario para que as células migrem através
da linha primitiva originando mesoderme e endoderme. Essa falha € decorrente da nao ativacao
de Snail e da manutencdo da expressdo de E-caderina. Os autores também relatam um
decréscimo na expressao de Tbx6 e Brachyury-T, dois fatores importantes para a especificacao
inicial da mesoderme (Sun, et al., 1999; Ciruna e Rossant, 2001; Tam e Loebel, 2007).

Consistente com esses resultados, na auséncia de FGF8 também ha uma falha na
migracdo das células através da linha primitiva, entretanto, nesse caso a transi¢do epitélio

mesénquima ocorre normalmente e as células que irdo formar a mesoderme e endoderme
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iniciam o processo de migracdo, porém essa migracdo nao é completa. Essa falha na migracao
causa uma dispersao dessas células pelo embrido e acarreta na ndo fomacao de mesoderme e
endoderme. Diferentemente do observado para o nocaute de Fgfrl em que a expressdo de
BrachyuryT diminui, nesse trabalho o nocaute de Fgf8 faz com que o dominio de expressao de
Brachyury T seja alterado (Sun et al., 1999; Tam e Loebel, 2007).

Além de experimentos de perda de funcdo, a descoberta de inibidores e ativadores
descritos por modular a via de sinalizacdo FGF tem propiciado a descoberta de interacdes dessa
via com fatores chaves tanto durante a segregacdo da endoderme primitiva, quanto durante a
gastrulacao (Nichols et al., 2009; Yamanaka et al., 2010; Oki et al., 2010; Morris et al., 2013).

Yamanaka et al., (2010) demonstrou que por modular a sinalizacdo FGF, através
da inibicdo de MEK/ERK resulta em bloqueio da formacdo de endoderme primitiva,
caracterizado pela auséncia de células GATAG positivas, enquanto as células da massa celular
interna mantém a expressdo de NANOG. O efeito oposto foi observado com a adi¢dao de FGF4,
onde as células da massa celular interna passaram a expressar GATA6 enquanto a expressao de
NANOG diminuiu. Resultados similares foram observados por Morris et al. (2013), no qual a
inibi¢do de FGFr utililizando PD173074, um especifico inibidor de FGFr, resultou em embrides
no estagio E4.5 sem a formacdo de endoderme primitiva, caracterizados pela auséncia de
células expressando SOX17. Esse mesmo fendtipo € observado em camundongos nocautes para
Fgf4 como relatado anteriormente (Molotkov et al., 2017).

Proteoglicanos, como heparan sulfato, podem atuar como co-receptores para
ligantes FGF ou na estabilizacdo e montagem do complexo ligante-receptor FGF/FGFr (Lanner
e Rossant, 2010). Com isso, além da utilizacdo de inibidores que bloqueiam a cascata de
regulacdo da via de sinalizacdo FGF, métodos que perturbam o complexo ligante-receptor, tem
sido amplamente utilizados para analisar a funcdo dessa via de sinalizacdo durante o
desenvolvimento e diferenciacdo de células-tronco embrionarias (CTE) (Lanner et al., 2010;
Oki et al., 2010).

Durante a diferenciacdo de CTE, Lanner et al. (2010) mostraram que o tratamento
dessas células com 20mM de NaClOs’, o qual reduz a sulfatagcdo de proteoglicanos, impedindo
a correta ligacdo ligante-receptor, bloqueia a diferenciagdo de CTE, mantendo o estado
pluripotente dessas células. Além disso, embrides cultivados do estdgio E2.5 ao E4.5 com a
mesma concentragdo de NaClOs,, resulta na completa auséncia de células da endoderme
primitiva expressando GATA6 e um maior numero de células expressando NANOG (Lanner
et al., 2010). Tais resultados sdo similares aos descritos com nocautes de Fgf4 e com o uso de

inibidores de MEK/ERK e receptor de FGF.
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Além de interferir na formagao da endoderme primitiva, a utilizacdo do NaClO3 e
PD173074, um especifico inibidor de FGFr, também desmonstra efeitos durante a gastrulagdo.
Embrides no estagio E6.2 tratados com NaClO3 e PD173074 apresentam os mesmos defeitos
observados durante a gastrulagdo de embrides nocautes para Fgf8 e Fgfrl. A adicdo desse
reagente levou a falha na transicdo epitélio-mesénquima, diminui¢do na expressao de Snail,
queda de marcadores mesodérmicos, como 7bx6 e alteracdo na localizacdo da expressao de
BrachyuryT e Foxa2 (OKki et al., 2010),

Dessa forma, esses dados em conjunto demonstram que a utilizagdo desses
quimicos, os quais podem inibir a via de sinalizacdo FGF, seja impedindo a ligacdo ligante-
receptor, ou mesmo bloqueando a cascata de ativacdo da via, nos fornecem resultados muito
similares com os obtidos nos nocautes de Fgf e Fgfr, comprovando que a utilizacdo desses

métodos podem atuar como uma alternativa ao nocaute génico.

1.1.3 Controle da pluripoténcia em células-tronco embrionarias de camundongo

Pluripoténcia é definida como a capacidade de uma tnica célula em originar todos
os tipos celulares presentes no organismo adulto. Essa propriedade pode ser obtida através do
cultivo de células-tronco embriondrias (CTE) in vitro, as quais sdo originadas da massa celular
interna de embrides no E3.5. As CTE foram primeiramente derivadas na década de 80 e desde
entdo representam uma das mais valiosas fontes de estudos relacionadas as aquisicdes de
destinos celulares (Evans e Kaufman, 1981;Martin, 1981).

Entretanto, a capacidade das CTE em manter a pluripoténcia in vitro requer a adi¢ao
continua de fatores extrinsecos, os quais ativam vias de sinalizacdo capazes tanto de ativar
fatores de transcricdo que mantém a pluripoténcia dessas células, quanto ativar fatores que
bloqueiam a diferenciagao celular. As principais moléculas sinalizadoras descritas por atuarem
nesse complexo processo sdo: o Fator inibidor de leucemia (LIF, do inglés Leukemia inhibitory
fator), Proteina morfogenética 6ssea (BMP, do inglés Bone morphogenic protein), Wnt e
fatores de transcrigdo como Oct3/4, Nanog e Sox2, os quais mantém a pluripoténcia através da
repressao de programas de diferenciacdo (Boyer et al., 2005; Wobus e Boheler, 2005; He te al.,
2009).
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Figura 2: Padroes de sinalizacdo e a manutencio da pluripoténcia: Na condi¢do mantida com soro, BMP4
atua ativando genes inibidores da diferenciacdo (Id), enquanto LIF, através de JAK ativa Stat3, ativando Tcfp211
and KIf4, dois fatores de transcricdo importantes para manter a pluripoténcia. Em condi¢des onde se utilizam 2i:
CHIRON inibe GSK3, o qual bloqueia B-catenina, com isso a via de sinalizagio WNT se mantém ativa. PD03
inibe MEK/ERK, inibindo a sinalizacdo FGF. Setas indicam ativag@o, enquanto barras mostram o efeito inibitério.
Linhas tracejadas indicam efeito indireto, enquanto linhas inteiras indicam interacdes diretas. Adaptado de
(Hackett e Surani, 2014).

O LIF é uma glicoproteina solivel da familia das interleucinas 6 (IL-6) da classe
das citocinas. A sinalizagdo de LIF ¢ iniciada através da dimerizagao do receptor LIFR com a
glicoproteina transdutora de sinal gp130, os quais sdo responsdveis pela ativacao de duas vias
que atuam na regulacdo da auto renovacdo em CTE: sinalizacdo JAK-STAT (do inglés janus
kinase - Signal transducers and activators of transcription) e PI3K/AKT (do inglés
Phosphatidylinositol-3-OH Kinase/ Protein kinase B) (Burdon et al., 2002; Niwa et al., 2009;
Hackett e Surani, 2014).

A ativagdo de JAK leva a ativacdo de STAT3, que € translocada para o niicleo, onde
controla a transcricdo de genes alvos que regulam a auto-renovagdo, como Tfcp2ll e Klf4 que
por sua vez ativa Sox2. A segunda via é através da ativacdo de PI3K/AKT a qual,
preferencialmente, ativa 7bx3 que leva a estimulagcdo de Nanog (Niwa et al., 2009; Saunders et
al., 2013; Hackett e Surani, 2014).

Adicionalmente, BMP4, um dos principais componentes presentes no soro utilizado
no preparo de meios de cultura, atua em conjunto com LIF na manuten¢do da pluripoténcia.
Esse fator atua através da ativacdo de padroes SMAD os quais ativam genes Inibidores da
diferenciacgdo (Id), bloqueando a aquisi¢do de destinos celulares (Hackett e Surani, 2014).

Tradicionalmente as CTE eram mantidas em cultura com meio suplementado com
Soro e LIF. Entretanto, a0 mesmo tempo que essas condi¢des mantinham o estado pluripotente

dessas células, também era observado um certo grau de heterogeneidade e até mesmo alguns
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indices de diferenciacdo. Com isso, recentemente tem se utilizado a inibicdo combinada de
GSK3 (do inglés Glycogen syntase kinase 3) e de FGF/ERK (do inglés Fibroblast growth
factor/Extracellular-signal-Regulated Kinases) para aumentar a eficiéncia no controle da
pluripoténcia (Hackett e Surani, 2014).

Esse sistema utilizando a adi¢ao de inibidores de GSK3 e FGF/ERK é conhecido
como 21, ou seja, dois inibidores. Quando CTE sao cultivadas em meio basico contendo LIF e
21, as células sdo mantidas em um estado homogéneo de pluripoténcia, no qual o nivel de Nanog
se torna homogéneo entre as CTE, o que ndo é encontrado por exemplo, em condi¢des de cultura
na auséncia desses fatores (Wray et al., 2010; Hackett e Surani, 2014).

Funcionalmente, GSK3 atua como um regulador negativo da sinalizacao WN'T, por
fosforilar B-catenina e direciond-la a degradagdo. A inibicdo de GSK3 leva ao aciimulo de B-
catenina no nucleo e consequente ativacdo da via WNT, o que resulta na expressdo de fatores
de transcricao tais como Oct3/4, Nanog e Rexl, essenciais na manuten¢do do estado
pluripotente das CTE (Sato et al., 2004; Wobus e Boheler, 2005; Kirby et al., 2012). Por outro
lado, o bloqueio da sinalizagdo FGF/ERK, responsdveis por conduzir as CTE a entrar em um
estado de transi¢ao entre a pluripoténcia e diferenciacdo, tanto para destinos neurais quanto
mesodérmicos, retém a expressao de marcadores de pluripoténcia Oct4, Nanog e Rex1 (Kunath
et al., 2007; Wray et al., 2010).

Esses sinais extracelulares conduzem, através de vias de sinalizacdo, a ativagdo de
fatores de transcri¢cdo responsdveis por controlar a pluripoténcia das CTE. OCT4, SOX2 e
NANOG s@o definidos como fatores chaves no controle da pluripoténcia, atuando através de
uma rede de regulacdo génica onde, além de influenciarem suas préprias transcrigdes através
de feedback positivo e negativo, também controlam a ativagdo de um conjunto de genes alvos
relacionados ao controle da pluripoténcia tanto in vivo quanto in vitro (He et al., 2009; Hackett
e Surani, 2014). Os mecanismos descritos acima estao ilustrados na Figura 2.

Além das CTE, linhagens de células-tronco originadas de tecidos extraembriondarios
também t€m sido estabelecidas. As células da endoderme extraembriondria (XEN) sdo
derivadas da Endoderme Primitiva, enquanto células-tronco da trofectoderme sdo originadas do
Trofectoderma do embrido e mantidas em cultura com a adicdo de FGF no meio (Tanaka et
al.,1998; Niakan et al., 2013). Esses avan¢os na obtencdo e manutengdo em cultura de células-
tronco que compdem o embrido em si, juntamente com as que formam os folhetos
extraembriondrios, tém possibilitado grandes avangos na obten¢do de métodos de estudos que

mimetizam o desenvolvimento embrionario.
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1.1.4 Métodos de estudo do desenvolvimento embrionario in vitro

Uma vez que as CTE possuem a capacidade de originar todos os tipos celulares que
compdem o organismo adulto, essas células se tornam uma valiosa ferramenta de estudo para
entender os mecanismo da especificacao celular. Um dos métodos mais utilizados para induzir
a diferenciacdo das CTE ¢ através da formacdo de corpos embridides (CE), os quais sdo
agregados celulares (Kurosawa, 2007; Bratt-Leal e Carpenedo, 2009).

Nestes agregados, CTE diao origem a uma variedade de tipos celulares
especializados oriundos dos trés folhetos germinativos: endoderme, mesoderme e ectoderme,
recapitulando estdgios iniciais do desenvolvimento embriondrio, com uma relacdo temporal de
expressao génica muito similar com o observado in vivo (Leahy et al., 1999; Itskovitz-Eldor et
al., 2000; Bratt-Leal e Carpenedo, 2009). CE com trés dias de desenvolvimento sdo
considerados equivalentes a embrides de camundongos no periodo de pré-gastrulacdo, que
compreende entre os estidgios E4.5 — 6.5. Enquanto a andlise de CE entre 3 e 5 dias de
diferenciacgdo se assemelha a embrides no periodo de gastrulacdo, o que correponde aos estagios
E6.5 - 7.5 in vivo (Leahy et al., 1999; Sajini et al., 2012; Brickman e Serup, 2017).

Entretanto, ainda hd uma grande divergéncia quanto ao fato de CE recapitularem
eventos do desenvolvimento embriondrio. Apesar de possuirem uma capacidade intrinseca de
originar c€lulas dos trés folhetos germinativos em uma relacdo temporal semelhante com
embrides, alguns autores afirmam que CE ndo apresentam nenhum padrio organizacional que
controle a diferenciacdo como um todo e sim uma distribui¢do espacial desorganizada de
marcadores dos folhetos. Isso se deve principalmente a auséncia de folhetos extraembriondrios
e ao maior numero de células de CE comparado com embrides em estagios analogos (Pekkanen-
Mattila et al., 2010; Sajini et al., 2012).

Por outro lado, outros trabalhos demonstram que agregados de CTE conseguem
recapitular alguns aspectos da organizacio espacial do desenvolvimento embriondrio. Estudos
desenvolvidos por Berge e colaboradores (2008) demonstraram em CE uma polarizacio antero-
posterior e a formacdo de uma regido semelhante a linha primitiva. Nessa regido as células
passam por uma transicdo epitélio-mesenquimal, caracterizada pela expressdo de Snail e
fibronectina e se diferenciam em progenitores de mesoderme, expressando BRACHYURY-T e
de endoderme, expressando FOXA2, sendo que essa polarizacdo é dependente da ativacao local
da sinalizacio WNT. Adicionalmente, marcadores de neuroectoderme, PAX6 e SOXI se

localizam em pdlos opostos a localizacdo da via WNT e marcadores de mesoendoderme,



26

comprovando que CE apresentam um nivel organizacional consistente com 0 processo
observado in vivo, como descrito em Tam e Behringer, (1997) e Yamaguchi, (2001).

De modo semelhante Marikawa et al., (2009) através da formacdo de agregados
originados de células-tronco de carcinoma embriondrio, relatam a expressdo localizada de
padrdes espaciais distintos de expressdo génica, caracteristicos da formagdo de mesoderme,
com expressdo localizada de BrachyuryT e Wnt3a no 6° dia de diferenciacdo celular.
Adicionalmente, essas expressdes coincidiram com uma morfologia alongada apresentada
pelos CE, semelhante ao que ocorre no embridao normal durante a formagdo do eixo antero-
posterior e consequente gastrulacdo (Marikawa et al., 2009).

Resultados similares foram obtidos por Van den Brink et al., (2014), onde os autores
cultivaram CE com aproximadamente 300 CTE por dois dias em meio N2B27 seguido por
tratamento com ativadores de vias de sinalizacdo as quais induzem a diferenciagdo de
mesoderme: WNT e ACTIVINA/NODAL. Essas condicdes especificas de cultura culminaram
na formacgdo de CE altamente organizados, com caracteristicas muito semelhantes a observada
em embrides no periodo de gastrulacdo, sendo assim denominados gastruléides. Além da
morfologia alongada, os CE apresentaram expressdao polarizada de marcadores de
mesoendoderme, tais como BRACHYURY-T, TBX6, SOX17 e neuroectoderme, como SOX1,
semelhante a encontrada em embrides durante o desenvolvimento.

Recentemente, um trabalho demonstrou que a co-cultura de CTE com células do
trofectoderma embebidas em matrigel, a qual é uma fonte de matriz extracelular para esse
sistema, resultou em estruturas que se auto-organizaram com uma morfologia muito semelhante
ao embrido, em aproximadamente 22% dos casos. Nesses agregados, chamados de “ETs
embryos”, as células presentes no compartimento originado de CTE, foram capazes de se
organizarem e formar um limen, se assemelhando a cavidade amniética com 72 horas. Além
disso, apresentaram a expressdao regionalizada de BRACHYURY-T que foi inicialmente
detectada apds 90 horas de diferenciacdo (Harrison et al., 2017).

No entanto, quando os pesquisadores adicionaram nesse sistema uma terceira
linhagem de células-tronco, as células da endoderme extraembriondria (XEN), essas estruturas
agora denominadas de “ETX embryo” apresentaram um avango no desenvolvimento com a
formacgdo de uma camada externa de células semelhante a Endoderme Visceral Distal observada
in vivo. Essa camada de células além de expressar marcadores que caracterizam o lado anterior
do embrido, também propiciou que os eventos morfogenéticos associados a gastrulagdo nesse
sistema ocorressem de forma mais organizada do que o observado nos embrides formados

apenas por CTE e células do Trofectoderma, (ETs embryos) (SOZEN et al., 2018).



27

Esses trabalhos demonstram fortes evidéncias de que tanto as CTE, quanto as de
endoderme primitiva e trofectoderma, apresentam intrinsecamente a capacidade de se auto
organizarem e recapitular etapas que ocorrem durante o desenvolvimento. Resultados do nosso
grupo de pesquisa demonstrou que a expressio de COUP-TFIL, um fator de transcri¢do
importante para o desenvolvimento embriondrio, apresenta expressao espacialmente localizada
em CE nos primeiros dias de diferenciacdo e que essa expressao pode estar relacionada com a

aquisicao de destinos celulares (Rosa, VS 2013).

1.1.5 Funcao de Coup-TFI e Coup-TFII durante o desenvolvimento embrionario

Os receptores nucleares Coup-TFI e Coup-TFII, também conhecidos como Nr2f1 e
Nr2f2, sdo chamados de receptores nucleares orfaos, por ndo possuirem um ligante especifico
identificado (Pereira et al., 1995). Ambos apresentam um padrdao de expressdo distinto em
tecidos originados dos trés folhetos germinativos: COUP-TFI € altamente expresso no sistema
nervoso, enquanto COUP-TFII € expresso no atrio € no mesénquima de O6rgdos em
desenvolvimento (Qiu et al., 1994; Pereira et al., 1995; Pereira et al., 2000; Lin et al., 2011). A
funcdo desses fatores de transcri¢io estd relacionada tanto com a repressao (Tsai e Tsai 1997,
Pereira et al., 2000), quanto com a ativacdo génica (Power e Cereghini, 1996; Rosa e Brivanlou,
2011).

In vivo, o inicio de suas expressoes € controverso. Alguns trabalhos relatam que
ambos sdo inicialmente detectados no estdgio E7.5, pds-gastrulacdo, apresentando pico de
expressao entre os estagios E10 e E13, com declinio antes do nascimento (Qiu et al., 1997; Tsai
e Tsai, 1997). No entanto, ha autores que relatam a expressdo de Coup-TFI e Coup-TFII em
c€lulas da Endoderme Primitiva nos estagios E3.5 —E4.5 (Murry e Edgar, 2001). Nesse mesmo
trabalho, Murry e Edgar, 2001, reportaram que Coup-TFI e Coup-TFII regulam positivamente
a expressao de LAMININA. Nos estdgios iniciais do desenvolvimento, a LAMININA ¢
secretada por células da Endoderme Primitiva, sendo essencial para o processo de
lumenogénese do epiblasto, o qual resulta na formacdo da cavidade amnidtica (Bedzhov e
Zernicka-Goetz 2014).

Entretanto, apesar de Coup-TFI e Coup-TFII estarem expressos no E3.5, na
superficie da massa celular interna, em células que supostamente seriam Endoderme Primitiva,
a auséncia de Coup-TFI ndo € suficiente para interferir na distribui¢do de células que afetaria a
formacgao da endoderme primitiva (Meilhac et al. 2009). Porém, ndo ha relatos de que a auséncia

de Coup-TFII ou de ambos, poderia afetar a segregacao da massa celular interna em endoderme
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primitiva e epiblasto. Ou ainda, se a auséncia dos Coup-TFs poderia afetar a organizacdo das
células do epiblasto em um limen, uma vez que este processo ¢ dependente da expressao de
LAMININA.

A inativacdo de Coup-TFII leva a letalidade embriondria no 10° dia de
desenvolvimento devido a defeitos no étrio e no desenvolvimento vascular, apresentando
também retardo no crescimento, hemorragias e edemas, indicando sua importante participagcao
na angiogénese durante o desenvolvimento (Pereira et al., 1999; Boudot et al., 2011).
Camundongos heterozigotos para Coup-TFII apresentam defeitos em derivados mesodérmicos,
incluindo tecido muscular, adiposo e trato reprodutivo (Takamoto et al., 2005; Li et al., 2009;
Xie et al., 2011). Por outro lado, embrides nocaute para Coup-TFI morrem no periodo perinatal
e apresentam defeitos na neurogénese, como aumento de morte de precursores neuronais,
defeitos nas projegdes de nervos e arborizacdes de axonios (Qiu et al., 1997).

Apesar da auséncia dos Coup-TFs causarem danos severos apenas em estdgios mais
tardios do desenvolvimento ou mesmo no pds parto, ambos jd foram descritos por se
relacionarem com genes chaves que controlam a formagdo da endoderme primitiva (Murry e
Edgar, 2001; Fujikura et al., 2002; Zhuang e Gudas 2008).

Um dos exemplos dessa relacdo € através da superexpressdo de Gata6 utilizada para
converter CTE para células da endoderme extraembriondria, processo andlogo a formacdo da
Endoderme Primitiva que ocorre in vivo. Durante essa conversdo os autores relatam um
aumento na expressdo tanto de Coup-TFI quanto de Coup-TFII induzidas por GATAG.
Entretanto, quando realizaram a superexpressao de Coup-TF1I, para testar se esse fator tinha a
mesma habilidade que Gata6, os autores relatam um aumento na expressao de genes associados
a endoderme extraembriondria e repressao de marcadores de pluripoténcia. Porém, somente a
superexpressdo de Coup-TFI ndo foi suficiente para a formacdo de células da endoderme
extraembriondria a partir de CTE (Fujikura et al., 2002).

Zhuang e Gudas, (2008) relataram resultados semelhantes utilizando tratamento
com &cido retindico. A sinaliza¢do do acido retindico atua induzindo a expressdo dos Coup-
TFs e também pode ser utilizado para induzir a diferenciacdo endodérmica. Assim, esses
autores demonstraram que durante a diferenciacdo com acido retindico, CTE superexpressando
Coup-TFI apresentam um aumento na expressdo de genes associados a endoderme
extraembriondria, tais como Gata6, Gata4, Laminina Bl, Laminina CI e SoxI7, comparada
com a diferenciacdo de CTE selvagens e induzidas a diferenciar com 4cido retindico. Com isso,
os autores concluem que COUP-TFI auxilia na conversdo de CTE para células da endoderme

extraembriondria, aumentando a eficiéncia deste processo.
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De modo similar, COUP-TFII também foi descrito por participar da rede de
regulacdo génica que controla a diferenciacdo para células da endoderme extraembriondria
induzidas por dcido retindico. Nesse caso, os autores relatam que durante a diferenciaciao de
Endoderme Parietal o silenciamento génico de Gata4 acarreta em um pequeno aumento de
Coup-TFII, enquanto o silenciamento de Gata6 e Sox7 decrescem a expressao de Coup-TFII,
mas nao sdo suficientes para inibir a expressao desse fator (Futaki et al., 2004).

No que diz respeito a funcdo de COUP-TFII durante a diferenciacio de CTE
humanas em CE, Coup-TFII € primeiramente detectado no 4° dia de diferenciacdo e €
responsavel pela ativacdo de Pax6, fator de transcricio importante para especificacdo de
ectoderme neural (Rosa e Brivanlou, 2011). Entretanto, o nocaute de Coup-TFII nessas células
ndo altera a expressao de Brachyury-T, expresso em cé€lulas de origem mesodérmicas e Sox/,
expresso em estadios mais tardios da diferenciacao neural de CTE humanas (Rosa e Brivanlou,
2011).

Além de atuar na determinacdo de destinos celulares, COUP-TFII também se
relaciona com o fator de transcri¢do Oct4 e 0 miRNA miR-302, em um circuito complexo que
regula a pluripoténcia de CTE humanas. No estado indiferenciado, OCT4 regula positivamente
o miR-302 e este por sua vez, reprime a expressdo de Coup-TFII. Por outro lado, durante a
diferenciagdo, COUP-TFII inibe diretamente Oct4, desencadeando um ciclo de feedback
positivo para a sua prépria expressao. Estes dados em conjunto evidenciam o papel de COUP-
TFII na ativagdo de genes durante estagios iniciais de especificacdo celular em CTE humanas,
além de atuar no balanco entre o estado indiferenciado e a diferenciacdo celular (Rosa e
Brivanlou, 2011; Hu et al., 2012).

Xie et al., (2011) analisando a participacdo de COUP-TFII na especificacdo de
linhagem e diferenciagdo celular de células mesenquimais multipotentes, relataram que COUP-
TFII controla a plasticidade dos precursores mesenquimais promovendo a adipogénese e
condrogénese, enquanto inibe a miogénese e a osteogénese. Adicionalmente, durante a
osteogénese através da diferenciacdo de células mesenquimais C3H10T1/2 Lee et al. (2016)
relatou que a expressao de Coup-TFII € regulada por FGF2. A inibi¢do do receptor de FGF e
MEK1/2 diminuiu a expressdo de Coup-TFII, enquanto que o tratamento com FGF2 induziu
um aumento no nivel de Coup-TFII, a nivel de expressdo gé€nica e protéica, reprimindo assim,
a diferenciacdo osteogénica.

Uma vez que COUP-TFI e COUP-TFII apresentam entre si uma grande
similaridade entre as sequéncias dos dominios de ligagdo ao DNA (DBD) e dos dominios de

ligacdo ao ligante (LBD) (Wang et al., 1991; Tsai e Tsai, 1997; Boudot et al., 2011), é possivel
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que tenham um papel redundante em diferentes contextos. Essa hip6tese € corroborada por dois
trabalhos, um deles descreve a participagdio de Coup-TFI e Coup-TFIl durante o
desenvolvimento de olho. Os resultados deste trabalho demonstram que o nocaute individual
desses genes ndo resulta em nenhuma alteracio durante esse processo. Porém, em camundongos
nocauteados para os dois fatores de transcri¢c@o, células progenitoras da vesicula dptica dorso-
distal ndo se diferenciam corretamente, comprometendo o desenvolvimento de identidades
préximo-ventrais, formacao da haste dptica e do talo 6ptico (Tang et al., 2010).

Outro trabalho demonstrou que os Coup-TFs apresentam a capacidade de
compensar a fun¢do um ao outro no dtero durante a gestagcdo. Camundongos fémeas nocautes
para Coup-TFII apresentam problemas durante o processo de implantacdo e decidualizacdo do
embrido devido a redug¢do na producdo de progesterona. Os autores deste trabalho
demonstraram que a superexpressao de COUP-TFI nesses camundongos resultou em sitios de
implantacdo normais, quando comparados com os embrides do grupo controle, comprovando
que a presenga de COUP-TFI pode suprir a auséncia de COUP-TFII (Wu et al., 2010).

Apesar de embrides nocautes para Coup-TFI e Coup-TFII morrerem no pos parto e
estdgio E10, respectivamente, ndo hd trabalhos que detalhem a participacdo de ambos em
estdgios mais iniciais do desenvolvimento, particularmente in vivo. Uma vez que trabalhos
mostram suas expressoes no periodo pré-implantagdo e que podem estar relacionados tanto com
o controle de genes chaves desses estidgios, como com a segregacdo dos trés folhetos
germinativos durante a gastrulacdo, o objetivo deste trabalho foi avaliar a participagdo,

principalmente de COUP-TFII nesses estagios do desenvolvimento.

2 Objetivos Gerais

Tendo em vista que ambos Coup-TFs foram descritos em células da endoderme
primitiva e também participam de diversos processos de aquisicdo de destinos celulares,
buscamos avaliar neste trabalho, a participacdo de COUP-TFI e COUP-TFII no contexto do
inicio do desenvolvimento embrionédrio de camundongos. Nossos objetivos consistem na
andlise de fungdo de Coup-TFI e Coup-TFII durante a segregacdo da endoderme primitiva, in
vivo e in vitro, e na andlise de Coup-TFII durante a segregacao dos folhetos embriondrios, in

vitro. Adicionalmente, avaliamos o possivel controle da regulacdo desses fatores pela via de
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sinalizacdo FGF, descrita como essencial tanto durante a formacao da endoderme primitiva,

como durante a gastrulagdo.

3 Capitulos

Esta tese estd divida em trés capitulos, os quais foram separados de acordo com o

momento do desenvolvimento embriondrio que estamos focando.

Capitulo 1: Fun¢ao de Coup-TFI e Coup-TFII na endoderme extraembriondria de
camundongo in vivo e in vitro.
Capitulo 2: Func¢do de Coup-TFII na aquisi¢do de destinos celulares.

Capitulo 3: Controle da expressao de Coup-TFI e Coup-TFII pela sinalizagao FGF.



32

CAPITULO 1

Funcio de Coup-TFI e Coup-TFII na endoderme extraembrionaria de camundongo in
vivo e in vitro.

Neste capitulo buscamos avaliar a participacdo de Coup-TFI e Coup-TFII durante
a segregacao de endoderme primitiva in vivo por meio de experimentos de silenciamento génico
em embrides. Também analisamos qual a funcdo desses fatores nas células-tronco originadas
da endoderme primitiva, conhecidas como XEN (células-tronco da endoderme
extraembriondria) ja estabelecidas no laboratério. Além disso, analisamos a funcdo de ambos
Coup-TFs durante um processo de conversiao de células-tronco embriondrias para células da
endoderme extraembriondria, processo que recapitula a formacao da endoderme primitiva in
vitro.

Os experimentos realizados nessa parte do trabalho foram desenvolvidos no
laboratdrio da Profa. Magdalena Zernicka-Goetz, na Universidade de Cambridge, durante a

realizacdo do doutorado sanduiche por um periodo de 6 meses.

1.1 Objetivos especificos referente ao Capitulo 1

- Avaliagdo da expressao de Coup-TFI e Coup-TFII em células-tronco embrionaria e células da
endoderme extraembriondria por qPCR e imunofluorescéncia.

- Anélise da fun¢do de Coup-TFII em células da endoderme extraembriondria por meio de
ensaios de silenciamento génico com siRNAs.

- Avaliagdo da expressdao de Coup-TFI e Coup-TFII durante a conversdo de células-tronco
embriondria para células da endoderme extraembriondria por meio de gPCR.

- Andlise da funcdo de Coup-TFI, Coup-TFII e Coup-TFI/Coup-TFII durante a conversao de
CTE para células da endoderme extraembriondaria por meio de ensaios de silenciamento génico
com siRNAs.

- Avaliacdo da expressio de COUP-TFI e COUP-TFII nos estdgios E3.5 e E4.5 do
desenvolvimento de camundongos por meio de imunofluorescéncia.

- Anadlise de fungdo de Coup-TFl, Coup-TFII no estigio E4.5 por meio de ensaios de

silenciamento génico com siRNAs.
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Fungdo de Coup-TFl e Coup-TFll na
endoderme extraembrionariade
camundongo in vivo e in vitro

Células da endoderme Célulastronco Embriges
Extraembrionaria (XEN) embrionaria (CTE) / \
N - fene
IF Silenciamento
IF qPCR \ E3.5e E4.5 génico
IF  qPCR |Silenciamento
génico Conversidode CTE l l
para XEN
l l gqPCR  IF
j’ E4.5 E4.5
qPCR IF
Silenciamento
génico
qPCR

Esquema ilustrativo dos objetivos, modelos de estudo e métodos utilizados. A descri¢do detalhada dos métodos
se encontra no item 1.2.

1.2 Materiais e métodos

1.2.1 Cultivo das CTE E14TG2a

A linhagem de células E14TG2a sdo mantidas indiferenciadas em cultivo com meio
Glasgow Modified Eagle’s Medium (GMEM) (Sigma, USA), com 1000 U/mL de fator inibidor
de leucemia (LIF) (ESGRO-LIF; ChemiconMillipore), Ipm de PD0325901, 3um de
CHIR99021, 0.1 mM de B-mercaptoetanol, 1% v/v de aminodcidos nao essenciais (MEM
NEAA), 50 U/mL de penicilina, 50 pg/mL de streptomicina, 2 de mM L-glutamina, e 15% v/v
de soro fetal bovino (FBS), em incubadora de CO2 5%, a 37 °C. As subculturas das CTE sdo
feitas a cada dois dias, quando as células em cultura apresentam-se com 80 a 90% de
confluéncia. As garrafas de cultura utilizadas para o cultivo das CTE sdo previamente tratadas

com 0,1% m/v de gelatina.
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1.2.2 Cultivo das células da endoderme extraembrionaria

As células da endoderme extraembriondria (XEN) sdo mantidas em meio RPMI
1640, suplementado com 0.1 mM de B-mercaptoetanol, 1% v/v de aminodcidos ndo essenciais
(MEM NEAA), 50 U/mL de penicilina, 50 pg/mL de streptomicina, 2 de mM L-glutamina, e
15% v/v de soro fetal bovino (SFB), em incubadora de CO2 5%, a 37 °C. As subculturas das
XEN sao feitas a cada dois dias ou quando as células em cultura apresentam-se com 80 a 90%
de confluéncia. As garrafas ou placas de cultura utilizadas para o cultivo das XEN sao

previamente tratadas com 0,1% m/v de gelatina.

Para o ensaio de siRNA, utilizamos o reagente Lipofectamine RNAi MAX-siRNA
mix. Para silenciamento de Coup-TFI foi utilizado o siRNA s65630 (Thermo Fisher Scientific)
e para Coup-TFII, Nr2f2MSS235955 (Thermo Fisher Scientific). Como controle foi utilizado
AllStars negative control siRNAs (1027280, Qiagen). Todos os siRNA foram utilizados na

concentracao final de 10nM.

1.2.3 Conversao de células-tronco embrionaria (CTE) para células da endoderme

extraembrionaria (XEN)

A conversao foi realizada seguindo o protocolo descrito por Niakan et al., 2013, em
que utilizamos 4cido retindico (1uM) e Activina A (10ng/ml). No primeiro dia, as CTE foram
plaqueadas em placas de 6 pocos (48.000 células) em meio RPMI (descrito acima). No segundo
dia é adicionado meio RPMI com 4cido retindico e activina A. No terceiro dia é adicionado
meio fresco RPMI e no quarto dia as células sdo passadas para um novo poco contendo uma
camada de MEF (mouse embryonic fibroblast) em meio RPMI. No sétimo dia ou quando
estiverem confluentes, as células sdo passadas para um novo poco, sem MEFs. As células foram
cultivadas por um periodo de 12 a 15 dias, até ser observada a morfologia caracteristica de
células da endoderme extraembriondria. Para padronizagdo da expressao de Coup-TFI e Coup-
TFII durante a conversio, coletamos as células nos dias 2, 4, 7, 10, 12 ¢ 15. O dia 2 foi

considerado como controle do processo de conversao.

Para analise da expressdo génica por qPCR noés coletamos nos dias 2,4, 7, 10, 12 e
15. O dia 2 foi considerado como controle da conversao, pois foi o dia que iniciamos o

tratamento com acido retindico e activina A.
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Para o ensaio de siRNA durante a conversdao de CTE para células XEN, utilizamos
Lipofectamine RNAi MAX-siRNA mix. Todos os siRNA foram utilizados na concentragao
final de Spmol. Como controle do siRNA, AllStars negative control siRNAs (1027280, Qiagen)

foi utilizado.

1.2.4 Ensaios de siRNA em embrioes

Todos os experimentos com embrides foram realizados no laboratério da Prof.
Magdalena Zernicka-Goetz na Universidade de Cambridge e os experimentos foram
regulamentados pela emenda da lei de animais, Art 1986 de Procedimentos Cientificos de 2012

apés revisio ética pelo Comité de Etica e Bem Estar Animal da Universidade de Cambridge

(AWERB).

Para silenciamento de Coup-TFI foi utilizado o siRNA s65630 (Thermo Fisher
Scientific) e para Coup-TFII, Nr2f2MSS235955 (Thermo Fisher Scientific). Como controle foi
utilizado AllStars negative control siRNAs (1027280, Qiagen) e LifeAct-eGFP (300 ng/ul). Os

siRNAs foram injetados utilizando o microinjetor Eppendorf Femtojet.

Os embrides foram coletados no estdgio de 2 células (E1.5) em meio M2 e
separados aleatoriamente entre os grupos controle e que iriam receber o siRNA. Os siRNA
foram injetados nos 2 blastomeros, na concentracdo de 500 nm. Os embrides foram entio
cultivados em gotas em placas de petri com meio KSOM (MR-020P-5F, Millipore) e cobertas
com Oleo mineral para cultivo de embrides em incubadora a 37°C até o estdgio E4.5, onde

realizamos as andlises de QPCR ou imunofluorescéncia.

1.2.5 Imunofluorescéncia

As amostras foram fixadas com PFA4% por 15 minutos a temperatura ambiente.
Ap6s etapa de fixagdo, as amostras sdo lavadas em PBS 0,1M, pH 7,4 permeabilizadas com
PBS contendo 0,3% de Triton X-100 e 0,1M de glicina por 30 minutos a temperatura ambiente.
As amostras foram incubadas com anticorpo primadrio (tabela 1) overnight a 4°C, lavadas trés
vezes com PBS + 0,1% de Triton, seguida da incubagdo do anticorpo secundario (tabela 1) por
2 horas a temperatura ambiente. Os anticorpos primdrios e secunddrios foram diluidos em
solucdo contendo 1% BSA e 0,1% Tween. As amostras foram incubadas em DAPI, na dilui¢ao

de 1:1000.
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As imagens foram obtidas com microscépio confocal SP5 (Leica Microsystems) ou

microscopio confocal SP8 (Leica Microsystems) objetiva de 40 ou 63X.

Tabela 1: Anticorpos primarios (A) e secundarios (B) utilizados nos experimentos de
imunofluorescéncia.

A
Anticorpo Primario Fabricante Diluicao
Mouse anti-Coup-TFII Ab41859 1:100
Rabbit anti-Nanog (8822 Cell 1:100
Signaling)
Rabbit anti-Coup-TFI Ab181137 1:100
Abcam
Goat anti-Gata6 AF1700 1:200
R&D
Systems
Goat anti-Sox17 1:200
Rabbit anti-Nanog ab80892 1:200
Abcam
Mouse anti-Oct3/4 sc-5279 1:200
Santa Cruz
Rabbit anti-Laminina 19393 1:400
Sigma
Goat anti-OTX2 AF1979 1:200
R&D
Systems
B
Anticorpo Secundario Dilui¢ao
Alexa Fluor® 488 Goat Anti-Rabbit 1:500
(Invitrogem A-11008)
Alexa Fluor® 488 Donkey Anti-Goat 1:500
(Invitrogem A-11055)
Alexa Fluor® 647 Donkey Anti-Rabbit 1:500
(Invitrogem A-11078)
Alexa Fluor® 555 Donkey Anti- 1:500
Mouse(Invitrogem A-10037)
Alexa Fluor® 555 Donkey Anti-Rabbit 1:500
(Invitrogem A-1)
Alexa Fluor® 488 Goat Anti-Rabbit 1:500
(Invitrogem A-11008)
Alexa Fluor® 568 Donkey Anti-Goat 1:500

(Invitrogem A-11057)

1.2.6 Extraciao de RNA e sintese de cDNA

O RNA total das amostras foi extraido utilizando-se o reagente Trizol (Invitrogen)
seguindo o protocolo recomendado pelo fabricante. As amostras foram maceradas em
eppendorfs contendo ImL de Trizol e incubados por Sminutos a temperatura ambiente. Em
seguida, adicionou-se 200 pL de cloroféormio a cada amostra, agitou por 15 segundos e incubou

novamente por 3 minutos a temperatura ambiente. Na sequéncia, o material foi centrifugado a
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14000xG por 15minutos a -4 °C. Apds a centrifugacao, a fase aquosa foi removida, adicionou-
se 500 pL de isopropanol e incubou por 10 minutos a temperatura ambiente. O material foi
centrifugado a 14000xG por 10 minutos a -4 °C para formagdo do pellet na parede do tubo.
Apoés essa etapa, o sobrenadante foi removido, e adicionou-se dlcool etilico 70% a -4 °C e o
material foi entdo novamente centrifugado a 7000xG por 5 minutos a -4 °C. Finalmente, o
sobrenadante foi retirado e o pellet permaneceu durante 15 minutos exposto para secar. Em
seguida, o material foi ressuspendido em 20 pL. de 4gua DEPC (Dietilpirocarbonato).

A avaliacdo da integridade das amostras de RNA total obtidas foi feita por meio da
eletroforese em gel de agarose a 1% e a concentracdo e pureza do RNA foi analisada utilizando
o espectrofotometro Nanodrop ND-1000 UV-Vis (Nanodrop Technologies), a partir da

absorbancia a 260 nm, e razdes 280/260 nm e 260/230 nm, respectivamente.

Para as andlises de expressdo génica em células XENc e conversao de CTE para
XENc, 1ug de RNA foi utilizado para a sintese de cDNA utilizando, primers randomicos
(C1181, Promega), dNTPs (N0447S, New England BioLabs), inibidor de RNAse (M0314L,
New England BioLabs) e M-MuLV transcriptase reversa (M0253L, New England BioLabs).

Para as analises com embrido, foi utilizado o kit Arcturus PicoPure RNA isolation

Kit (Qiagen, Cat n° 12204-01).

1.2.7 Real Time PCR

Os primers utilizados foram desenhados com o auxilio da ferramenta Primer Blast
do NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/) com base no banco de dados do
NCBI  (http://www.ncbi.nlm.nih.gov)  ou  retirados do banco de  dados:

https://pga.mgh.harvard.edu/primerbank/ e confeccionados comercialmente.

O gene de referéncia utilizado como controle endogeno foi o Gapdh. Os resultados
foram normalizados usando os valores de Ct (threshold cycle) desse gene de referéncia. Para

quantificar a expressdo génica relativa, foi utilizado o modelo matematico 2-AACt.

As reacdes de PCR foram realizadas utilizando Power SYBR Green PCR Master
Mix (4368708, ThermoFisher Scientific) no equipamento Step One Plus Real-Time PCR
machiner (Applied Biosystems). O seguinte programa foi utilizado: 10 min a 95°C seguidos
por 40 ciclos de 15 segundos a 95°C (denaturagdo) e 1 min a 60°C (anelamento e extensdo),
seguindo de uma etapa final para a construcao da curva de melting de 72 °C por 20 s, 60

°C por 1min e 95 °C por 15 s. Os primers utilizados estao listados na tabela 2.


https://pga.mgh.harvard.edu/primerbank/

Tabela 2: Primers utilizados nos experimentos de qPCR.

Gene Foward Reverse
Coup-TFI | GCGGTTCAGCGAGGAAGAAT CATGCACTGGCTGCCATAAC
Coup-TFII GCGCAGACGGCATGTATGATA GGGTTGCCCTGGTACTGAAG
Gapdh ACTGGCATGGCCTTCCGTGTTC | ATTGAGAGCAATGCCAGCCCCG
Gatad ATGGGCACAGCAGCTCCATGTC =~ TGCATAGCCTTGTGGGGACAGC
Gata6 TTGCTCCGGTAACAGCAGTGGC TCTCGGGGTTGGCGTTTTCTCC
Sox17 GACTGCGGAGTGAACCTCTC GTCGGCAACCGTCAAATGTC
LamininaB1 GAAGGGCCCCTCTCCTCTC CCCATAGGGCTAGGACACCA
LamininaC1 ACATGCCAGCGAGTGTGTAA  AGTCACAAGGAAGGCACTCG
Octd TGCAAATCGGAGACCCTGGTGC ATCTTTTGCCCTTCTGGCGCCG
Nanog TCTTCCTGGTCCCCACAGTTT  GCAAGAATAGTTCTCGGGATGAA

1.2.8 Analises de imagens
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Todas as andlises de quantificacdo de imunofluorescéncia e reconstru¢do em 3D

foram realizadas utilizando ImageJ (Fiji).

Para a quantificacdo de fluorescéncia utilizamos o canal com Dapi para delimitar

nucleo, aplicamos essa delimitacdo nos canais de interesse € medimos a intensidade da

fluorescéncia, utilizando a funcdo mean gray value do Image J.

Para a quantificagdo de fluorescéncias em embrides, selecionamos um plano central

representativo para cada embrido e realizamos o mesmo procedimento descrito acima. Para as
quantificacdes da expressao de COUP-TFI e COUP-TFII em células da endoderme primitiva,

epiblasto e trofectoderma, foi realizada normalizacdo com a quantificacdo do Dapi.

1.2.9 Anadlises estatisticas

As andlises estatisticas foram realizadas utilizando o programa GraphPad Prism. Os
dados foram analisados utilizando Student’s test, para dois grupos, ou ANOVA test para
multiplos grupos, com multiplas comparacdes e pos teste de Tukey. A significancia estatistica

foi definida como P<0,05. Os dados estdo apresentados como média + erro-padrdo da média

(SEM=).
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1.2.10 Analises de dados de sequenciamento

Os gréficos demonstrados na figura suplementar 1 foram realizadas acessando

dados de sequenciamento de single cell de embrides publicados em Pijuan-Sala et al., 2019.

Os autores disponibilizaram os dados obtidos nesse trabalho em um aplicativo, o
qual acessamos por meio do endereco:

https://marionilab.cruk.cam.ac.uk/MouseGastrulation2018/.

Analisamos a expressdao de Coup-TFI e Coup-TFII nos E6.5, E7.0 e E8.0. No
campo “Projection Type” selecionamos a op¢do UMAP e no campo “Plot Colour”

selecionamos a opg¢ao Cell type.

1.3 Resultados

1.3.1 Coup-TFII é preferencialmente expresso em células-tronco da endoderme

extraembrionaria

As células XEN (Células-tronco da endoderme extra-embrionaria) vem sendo
utilizadas para entender os mecanismos de desenvolvimento da endoderme primitiva. A
expressao de Coup-TFI e Coup-TFII foi observada em células da endoderme primitiva em
embrides no E3.5 (Murray e Edgar, 2001). Para investigar se esses fatores de transcri¢do
apresentam alguma fung¢do nas células XEN, as quais sdo originadas da endoderme primitiva,
ou mesmo na especificacdo da endoderme primitiva in vivo, iniciamos nossas andlises por
comparar a expressao de Coup-TFI e Coup-TFII entre CTE e células XEN j4 estabelecidas em

nosso laboratorio, por meio de qPCR e imunofluorescéncia (Figura 1).

Para demonstrar o estado pluripotente das CTE, utilizamos NANOG (Figura 1A b)
e GATA6 como um marcador de células XEN (Figura 1A e). No estado indiferenciado destas
células, COUP-TFII ndo foi detectado em CTE (Figura 1A c), enquanto foi detectado em células
XEN (Figura 1A f). O gréfico da figura 1B demonstra a quantificacdo da intensidade de
fluorescéncia de COUP-TFII entre CTE e XEN apresentada em 1A, onde podemos notar que
COUP-TFII apresenta maior expressdo em XEN comparado com CTE.


https://marionilab.cruk.cam.ac.uk/MouseGastrulation2018/
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Quando realizamos andlise de expressao génica relativa de Coup-TFI e Coup-TFII
em CTE e células XEN nao observamos diferenca em relagdo a expressdo de Coup-TFI entre
CTE e células XEN, porém Coup-TFII é mais expresso nas células XEN em relacdo as CTE
(Figura 1C). Oct4 e Gata6 foram utilizados como marcadores de CTE e células XEN,

respectivamente.

As mesmas andlises de imunofluorescéncia foram realizadas para Coup-TFI entre
CTE e células XEN, porém nao foi possivel detectar marcacdo com as condi¢Oes e reagentes

utilizados (dados ndo mostrados).
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Figura 1: Analise da expressao diferencial de Coup-TFI e Coup-TFII em células-tronco embrionaria (CTE)
e células da endoderme extraembrionarias (XENc). A: Imunofluorescéncia de COUP-TFII, NANOG e GATAG6
em CTE e células XEN. B: Quantificacdo da intensidade de fluorescéncia de COUP-TFII referente as imagens
demonstradas em A, nas linhagens de CTE e XENc. C: Expressdo génica relativa de Oct4, Gata6, Coup-TFI e
Coup-TFII entre CTE e XENc. Significancia p < 0,01 (*%), p< 0,0001 (***%). N=3. Test T. Média + SEM. Barras
S50pm.
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1.3.2 Ativacdo de Coup-TFI e Coup-TFII durante a conversio de Células-Tronco

Embrionaria em Células da Endoderme Extra Embrionaria

Além de linhagens de células XEN estabelecidas em laboratérios por meio da
derivacgdo direto de embrides no E4.5, protocolos estdo sendo estabelecidos para converter CTE
em células XEN in vitro, como a superexpressdao de Gata6 ou através da utilizacio combinada
de 4cido retindico e Activina A (Niakan et al., 2013). Uma vez que Coup-TFI e Coup-TFII
foram descritos por serem ativados durante essa conversdo (Fujikura et al., 2002), nds

inicialmente analisamos o momento de ativacdo desses fatores durante a conversao.

Com base no protocolo descrito por Niakan et al., 2013, induzimos a conversao de
CTE para células XEN e analisamos o perfil de expressdo génica durante 15 dias. O desenho

experimental esta ilustrado na Figura 2A.

Na Figura 2B podemos observar que a expressdo de marcadores de células XEN,
Gata4, Gata6 e Sox17, foi inicialmente detectada no 4° dia, apresentaram um pico no 10° dia e
tendem a decair no 12° dia, porém ainda s@o altamente expressos nas células terminalmente
convertidas, 15° dia. Por outro lado, a expressao de marcadores de pluripoténcia, Oct4 e Nanog,
diminuiram logo no inicio do processo, demonstrando a eficiéncia da conversdo de CTE para

células XEN (Figura 2C).

Coup-TFII € inicialmente detectado no 4° dia, se mantendo sem grandes variagdes
até o 12° dia, diminuindo no 15° dia, porém em niveis maiores do que observado no inicio da
conversao (dia 2). Por outro lado, a expressao de Coup-TFI apresenta um aumento significativo
no 4° dia e a partir do 7° dia tende a diminuir, atingindo niveis muito baixos no 15° dia, ou seja,

com as células XEN completamente convertidas (Figura 2D).
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Figura 2: Analise da expressio génica relativa de marcadores de endoderme extraembrionaria,
pluripoténcia, Coup-TFI e Coup-TFII durante o processo de conversio de CTE para células XEN. A:
Esquema do protocolo utilizado e dias analisados. B: Expressdo génica relativa de marcadores de células XEN
Gata4, Gata6, Sox17. C: Expressdo génica relativa de marcadores de pluripoténcia, Oct4 e Nanog. D: Expressao
relativa de Coup-TFI e Coup-TFII. Significancia p < 0,05 (¥), p<0,01 (¥%), p< 0,001 (¥*¥%), p< 0,0001 (¥#%*).
ANOVA. Média + SEM. N=2.
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1.3.3 Coup-TFI e Coup-TFII atuam como reguladores negativos de marcadores da

endoderme extraembrionaria

A fim de analisar se a expressdao de Coup-TFII poderia influenciar na expressao de
marcadores de células XEN, realizamos ensaios de silenciamento génico com siRNA para
Coup-TFII em linhagens de células XEN ja estabelecidas e analisamos a expressao de Gara4,
Gata6, Sox17, Laminina Bl e Laminina CI. Para esse ensaio as células foram mantidas por 48

horas na presenga dos siRNA.

A expressdo de Coup-TFII diminuiu em torno de 60% no grupo onde utilizamos
siRNA para Coup-TFII (siCoup-TFII) (Figura 3). De forma geral, os marcadores utilizados para
caracterizar as células XEN apresentaram um aumento com a reducao de Coup-TFII, porém, os
que demonstraram diferencgas significativas foram Gata4 e Laminina C1. Laminina Bl e Gata6

ndo apresentaram alteragdes com o silenciamento de Coup-TFII (Figura 3).
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Figura 3: Analise do efeito do silenciamento génico de Coup-TFII em células da endoderme
extraembrionaria (XEN). A: Expressdo génica relativa de Coup-TFII, Sox17, Gata4, Gata6, LamininaBl e
LamininaCl nas células XEN no grupo controle e com o silenciamento de Coup-TFII. N=2. Test T. Média + SEM.
Significancia p < 0,01 (*¥).

Uma vez que detectamos a expressdao de ambos Coup-TFs durante o processo de
conversao de CTE para células XEN, buscamos analisar se o silenciamento individual ou
combinado de Coup-TFI e Coup-TFII poderia alterar a expressdao de marcadores de
pluripoténcia ou de endoderme extraembriondria, influenciando assim na progressao desse
processo. A Figura 4A ilustra o desenho experimental utilizado e nas Figuras 4B-G os graficos

de gPCR mostrando a eficiéncia de silenciamento no 4° e 7° dias de andlise.
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Como esperado, a expressao dos genes alvos foram especificamente reduzidas nas
respectivas condi¢des de silenciamento em ambos os dias analisados (Figura 4). A expressao
de Coup-TFI foi significativamente reduzido somente quando realizado o silenciamento para
Coup-TF1I (siCoup-TF), individual (Figura 4B e E) ou combinado com Coup-TFII (Figura 4D
e G) no 4° e 7° dia de conversdo. A expressao de Coup-TFII foi significativamente reduzida
somente quando realizado o seu silenciamento (siCoup-TFIl), individual (Figura 4C e F) ou
combinado com Coup-TFI (Figura 4D e G). E importante destacar que o silenciamento para
Coup-TFII no 7° dia de conversao causou um pequeno decréscimo na expressao de Coup-TFI,

entretanto ndo foi significativa (Figura 4F).

A anélise dos marcadores de pluripoténcia, Oct4 € Nanog mostrou que a expressao
de Oct4 manteve-se inalterada e Nanog apresentou um aumento, nos grupos em que silenciamos
Coup-TFI (siCoup-TFI) e ambos Coup-TFs (siCoup-TFI + siCoup-TFII) (Figuras 5SA e C),
enquanto no grupo com silenciamento de Coup-TFII, ambos marcadores apresentam um
discreto aumento em relacio ao controle no 4° dia (Figura 5B). No 7° dia de conversao, ambos
marcadores de pluripoténcia aumentaram, principalmente com o silenciamento de Coup-TFI
(comparar Figura 5D com SE e F), com exce¢ao de Oct4 que apresentou um decréscimo com o
duplo silenciamento (Figura S5F). Entretanto, apesar de observarmos essas variagcdes em
decorréncia do silenciamento de Coup-TFI e Coup-TFII como hd uma grande variacao entre as

replicatas bioldgicas, esse aumento ndo foi significativo.

Quando analisamos os marcadores de células XEN: Gata 4, Gata6 e Sox17, todos
apresentaram um aumento na expressao nos grupos onde realizamos silenciamento de Coup-
TFII e de ambos Coup-TFs (siCoup-TFI + siCoup-TFIl), porém ndo se alteraram com o
silenciamento de Coup-TFI (siCoup-TFI). Esse padrao foi observado tanto no 4° dia de

conversao (Figura SA - C) quanto no 7° dia (Figuras 5D — F).

A pequena alteracio nos marcadores de pluripoténcia e de endoderme
extraembriondria que observamos em nossos resultados pode ser devido a eficiéncia de

aproximadamente 50% que tivemos com o silenciamento génico de Coup-TFI e Coup-TFII.
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Figura 4: Analise da eficiéncia do silenciamento génico de Coup-TFI e Coup-TFII durante a conversao de
CTE para células XEN. A: Esquema ilustrativo do protocolo utilizado na conversdo de CTE para células XEN
com o silenciamento de Coup-TFI, Coup-TFII e ambos. Dias evidenciados em vermelho representam os dias de
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siCoup-TFI, siCoup-TFII e siCoup-TFI e 1l relativos ao grupo controle, respectivamente. E — G: Expressdo génica
relativa de Coup-TFI e Coup-TFII no 7° dia de conversao nos grupos siCoup-TFI, siCoup-TFII e siCoup-TFI e I
relativos ao grupo controle, respectivamente. N= 3. Significancia p < 0,05 (*), < 0,001 (**), < 0,0001 (***%*), Test

T. Média + SEM.
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Figura 5: Analise do efeito do silenciamento génico de Coup-TFI e Coup-TFII durante a conversiao de CTE
para células XEN. A - C: Expressdo génica relativa de marcadores de pluripoténcia, Oct4 e Nanog e de XEN,
Gata4, Gata6 e Sox17 nos grupos siCoup-TFI, siCoup-TFII e siCoup-TFI/Coup-TFII relativos ao grupo controle
no 4° dia de conversdo, respectivamente. D — F: Expressdo génica relativa de marcadores de pluripoténcia, Oct4 e
Nanog e de XEN, Gata4, Gata6 e Sox17 nos grupos siCoup-TFI, siCoup-TFII e siCoup-TFI/Coup-TFII relativos
ao grupo controle no 7° dia de conversdo, respectivamente. N=3. . Significancia p < 0,05 (¥), p < 0,005 (**). Test
T. Média + SEM.

1.3.4 Coup-TFI e Coup-TFII sdao expressos durante os estagios de pré-implantacio in vivo

Visando analisar se a expressdo de Coup-TFII em células da endoderme
extraembriondria in vitro, descrita neste trabalho, estaria ocorrendo in vivo analisamos em que
compartimento embrionario ambos Coup-TFs estdo expressos nos estagios E3.5 e E4.5 através

de imunofluorescéncia.
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Durante o desenvolvimento embriondrio de camundongo, no E3.5 as células da
massa celular interna (MCI) co-expressam os marcadores SOX17 e OCT4 (Figura 6A b, c e e).
Apés a segregacdo dessas células em epiblasto e endoderme primitiva, processo que se
completa no E4.5 é possivel observar que as células OCT4 positivas, agora se posicionam
internamente, caracterizando o epiblasto (Epi) (Figura 6A g e j). Por outro lado, células
expressando SOX17 se localizam perifericamente, na endoderme primitiva (EP) recém formada

(Figura 6A ge ).

Ao analisarmos a expressdao de COUP-TFI nesse contexto, observamos que no
E3.5, antes da formacdo da endoderme primitiva, COUP-TFI estd expresso em células da massa
celular interna (MCI) e em células da trofectoderma (TE) (Figura 6A-d e e). No E4.5, apéds a
formacdo da endoderme primitiva (EP), também detectamos expressdo de COUP-TFI nessas

células (Figura 6Aiej).
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Figura 6: Analise da localizacfo celular por imunofluorescéncia de COUP-TFI e COUP-TFII em embrides
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células da EP e OCT4, células do epiblasto (Epi). B: Quantificacdo da intensidade de fluorescéncia relativa de
COUP-TFI nos E3.5 e E4.5. C: Quantificagcdo de intensidade de fluorescéncia de COUP-TFI entre os diferentes
compartimentos embriondrios: Epiblasto (Epi); Endoderme Primitiva (EP) e Trofectoderma (TE). D: Localizacao
de COUP-TFII em embrides nos estagios 3.5 e 4.5. GATAG evidenciando células da EP e NANOG, células do
epiblasto (Epi). E: Quantificagdo da intensidade de fluorescéncia relativa de COUP-TFII nos E3.5 e E4.5. F:
Quantificacdo de intensidade de fluorescéncia de COUP-TFII entre os diferentes compartimentos embriondrios:
Epiblasto (Epi); Endoderme Primitiva (EP) e Trofectoderma (TE). Barras 50um. Significancia p < 0,05 (*). Média
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Como a expressdo de COUP-TFI foi detectada em células do compartimento
embriondrio (epiblasto) e dos compartimentos extraembriondrios (endoderme primitiva e
trofectoderma) no E4.5, nés quantificamos a intensidade de fluorescéncia de COUP-TFI nessas
células, a fim de analizar se Coup-TFI estd diferencialmente expresso nas células desses tecidos.
Os resultados mostram que a localizacdo de COUP-TFI ndo se encontra diferencialmente
expressa entre as células desses diferentes compartimentos (Figura 6C). Também realizamos
uma comparacao da expressao de COUP-TFI entre os E3.5 e E4.5 e observamos uma reducgdo

de COUP-TFI no E4.5, comparado com E3.5 (Figura 6B).

O mesmo tipo de andlise foi realizado para COUP-TFII: evidenciando o evento de
segregacdo da massa celular interna em epiblasto e endoderme primitiva, os marcadores
GATA6 e NANOG estao co-localizados nas células da massa celular interna no E3.5 (Figura
6D e). Ap6s a formagdo da endoderme primitiva, E4.5, a expressdo de NANOG se restringe as
células do epiblasto (Epi) (Figura 6D j), enquanto GATA6 se localiza perifericamente,

demarcando a endoderme primitiva (EP) (Figura 6D j).

Quando analisamos a expressao de COUP-TFII nesse contexto, observamos um
padrdo de expressao similar ao descrito para Coup-TFI. No E3.5 COUP-TFII se encontra em
células da massa celular interna (MCI) e da trofectoderma (TE) (Figura 6D a-e). Enquanto no
E4.5, p6s segregacdo da endoderme primitiva (EP), também detectamos a expressdao de Coup-
TFII nessas células, além de também estar presente nas células da trofectoderma (TE) e do

epiblasto (Epi) (Figura 6D f-j).

Assim como para COUP-TF]I, o padrao de distribui¢do da expressdao de COUP-TFII
também foi observado em células do compartimento embriondrio e extraembriondrio. Nossas
andlises demonstram que também nado ha diferenca na expressdao de COUP-TFII entre células
da massa celular interna (MCI), trofectoderma (TE) e endoderme primitiva (EP) no E4.5
(Figura 6F). Porém, diferentemente de COUP-TFI, que estd mais expresso no E3.5, ndo

observamos diferenca na expressao de COUP-TFII entre o E3.5 e E4.5 (Figura 6E).
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1.3.5 Coup-TFI e Coup-TFII atuam como reguladores negativos de marcadores da

endoderme extraembrionaria e pluripoténcia

Ap6s detectarmos a expressdo de COUP-TFI e COUP-TFII nos estdgios de pré
implantacdo, buscamos analisar a possivel fun¢do desses fatores durante a segregacdo das
células da endoderme primitiva. Realizamos entdo ensaios funcionais de silenciamento génico
para Coup-TFI e Coup-TFII, onde injetamos siRNA nos dois blastomeros do estdgio de duas
células (E1.5) e cultivamos esses embrides in vitro até o E4.5, estdgio em que as células do
epiblasto e da endoderme primitiva j4 se encontram segregadas. As anélises de expressdo génica
foram realizadas por qPCR no ensaio com Coup-TFI e qPCR e imunofluorescéncia no ensaio

com Coup-TFIIL

O silenciamento de Coup-TFI resultou em uma diminuicdo de sua expressdo em
torno de 60% em relagdo ao grupo controle (Figura 7A). A andlise dos marcadores dos
diferentes compartimentos celulares mostrou que os marcadores de endoderme primitiva, Sox17
e Gatab, apresentaram um discreto aumento em relagdo ao grupo controle. Esse mesmo padrio
observado para os genes expressos no epiblasto Oct4 e Nanog, e para Cdx2, expresso em células
do trofectoderma (Figura 7B). A andlise das Lamininas, expressas nesses estigios do
desenvolvimento, mostrou que a expressdo de Laminina BI diminui, enquanto que a expressao
de Laminina CI teve um pequeno aumento resultante do silenciamento de Coup-TFI (Figura
7B). O silenciamento de Coup-TFI resultou em um discreto aumento da expressao de Coup-
TFII (Figura 7B). Nao foi possivel analisar se essas diferencas de expressdo entre 0s grupos
controle e tratados com siRNA foram estatisticamente significativas, uma vez que somente
conseguimos realizar esse experimento uma vez e, devido ao limitado nimero de embrides,

optamos por fazer somente andlise da expressao génica.

O silenciamento de Coup-TFII (siCoup-TFII) resultou em uma diminui¢do de sua
expressao em torno de 50% em relacdo ao grupo controle (Figura 7C). A analise de marcadores
de endoderme primitiva (Sox/7 e Gata6) mostrou que ambos aumentaram em decorréncia da
redugdo de Coup-TFII (Figura 7D). Em relagcdo a genes expressos no epiblasto, Oct4 e Nanog,
observamos um aumento na expressdao de Nanog, porém nao de Oct4 (Figura 7D). Cdx2,
expresso em células do trofectoderma, assim como no silenciamento para Coup-TFI também
aumentou na auséncia de Coup-TFII (Figura 7D). No que diz respeito as lamininas, observamos

que Laminina Bl reduziu com o silenciamento de Coup-TFII, porém Laminina CI nao teve
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alteracdo (Figura 7D). Ao contrario do observado quando silenciamos Coup-TFI o que causou
um aumento de Coup-TFII, o silenciamento de Coup-TFII resultou no decréscimo da expressao

de Coup-TFI (Figura 7D).

A andlise morfoldgica dos embrides silenciados para Coup-TFII sugeriu uma
redu¢@o no tamanho dos embrides, quando comparados com os do grupo controle (Figura 7E).
Para confirmar esta observacdo, realizamos a contagem total de células dos embrides, onde os
embrides do grupo siCoup-TFII apresentam um ndmero menor de células em relacdo aos

embrides controle (Figura 7G).

Apesar de notarmos uma diminuicdo na expressdo de LAMININA nas imagens
analisadas (Figura 7E), os embrides se desenvolveram normalmente até o E4.5, como
demonstrado pela segregacdo de endoderme primitiva na maioria dos embrides analisados
(n=10), evidenciado pela expressdo localizada de SOX17 (Figura 7E). Outra analise realizada
foi a quantificacdo da intensidade de fluorescéncia de SOX17 nas células da endoderme
primitiva, que demonstra um discreto aumento nos embrides do grupo siCoup-TFII em relacio

aos embrides do grupo controle, porém nao significativo (Figura 7F).
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Figura 7: Analise do silenciamento génico de Coup-TFI e Coup-TFII em embriées no estagio E4.5. A:
Expressdo génica relativa de Coup-TFI em embrides do grupo controle e que receberam siRNA (siCoup-TFI). B:
Expressdo génica relativa de marcadores do desenvolvimento entre embrides controle e siCoup-TFI. C: Expressdo
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nicleo. F: Quantificacdo da intensidade relativa de fluorescéncia de SOX17 entre embrides controle e siCoup-
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Meédia + SEM. Barras: 50pm.
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1.4 Discussao

1.4.1 Coup-TFI e Coup-TFII participam da conversao de células-tronco embrionarias

para células da endoderme extraembrionaria

A possibilidade de se recapitular in vitro as interacdes génicas que ocorrem durante
o desenvolvimento com o uso das CTEs, juntamente com técnicas de perda e ganho de fungao,

tem trazido grandes avancos em pesquisas no campo da biologia do desenvolvimento.

Nesse trabalho buscamos mapear a expressao de Coup-TFI e Coup-TFIl em CTE e
células XEN, além de analisar qual o padrdo de ativacdo desses fatores durante a conversao de
CTE para células XEN, processo andlogo a formagao da endoderme primitiva in vivo e no qual

ambos Coup-TFs ja foram descritos serem ativados (Fujikura et al., 2002).

Uma vez que as células XEN sdo originadas da endoderme primitiva e Coup-TFI e
Coup-TFII ja foram descritos por estarem expressos nessas células in vivo (Murray e Edgar
2001), esperavamos que ambos fossem mais expressos nas células originadas da endoderme
primitiva em relacdo as CTE. Nossos dados mostraram que Coup-TFII apresentou essa

expressao diferencial, enquanto Coup-TFI ndo foi detectado em CTE e células XEN.

Entretanto, durante a conversdo de CTE para células XEN, ambos Coup-TFs sdao
ativados no inicio da conversdo, principalmente Coup-TFI (Figura 2). Enquanto Coup-TFII
mantém o mesmo nivel de expressao até o 12° dia e decai no 15° dia, Coup-TFI apresenta um
declinio progressivo da expressdo apds o 7° dia, chegando a niveis indetectaveis no 15° dia.
Portanto, enquanto Coup-TFII é expresso em todos os estidgios analisados, do estado
indiferenciado as células convertidas em XEN, CoupTFI parece ser necessario somente durante
o inicio da conversdao de CTE para XEN, sendo indetectdvel tanto no estado indiferenciado

(CTE) quanto nas células ja convertidas (XEN).

Uma vez que ambos sao ativados durante a conversao de CTE para células XEN e
trabalhos relatam que a superexpressao desses fatores resulta no aumento de marcadores de
endoderme extraembriondria (Murray and Edgar, 2001; Fujikura et al., 2002; Zhuang & Gudas,

2008), nos perguntamos se a auséncia deles alteraria o curso desse processo.

Nossa hipétese era de que os Coup-TFs estariam atuando na ativa¢do de marcadores
de endoderme extraembriondria. Porém, nossos resultados mostraram o oposto: principalmente
COUP-TFII possivelmente regula negativamente a expressdo desses genes, bem como dos

genes expressos no epiblasto pluripotente, Nanog e Oct4, os quais ja foram demonstrados serem



54

reprimidos por COUP-TFI (Fujikura et al., 2002, Zhuang e Gudas, 2008) e COUP-TFII (Rosa
e Brivanlou, 2011; Hu et al., 2013). Adicionalmente vimos um perfil diferente em relacdo ao
silenciamento de Coup-TFI e Coup-TFII: enquanto o silenciamento de Coup-TFI nao esta
influenciando a expressdo de genes expressos na endoderme extraembriondria e sim, de
marcadores da pluripoténcia, o silenciamento de Coup-TFII demonstra maiores alteracdes nos

genes caracteristicos de endoderme extraembriondria.

Esses resultados demonstrando a regulacdo negativa principalmente de COUP-TFII
em marcadores de endoderme extraembriondria durante a conversao de CTE para células XEN
(Figura 4) sdo consistentes com os obtidos através do silenciamento de Coup-TFII em linhagem
de células XEN j4 estabelecidas (Figura 3). O fato de ndo observarmos efeito do silenciamento
de Coup-TFI pode estar relacionado ao fato desse gene ja apresentar uma baixa expressao
nessas células, como demonstrado pela caracterizacdo da expressdo em células XEN e durante

a conversdo de CTE para XEN (Figuras 1 e 2).

A acdo repressiva de COUP-TFI e COUP-TFII que demonstramos sobre os
marcadores de endoderme extraembriondria e pluripoténcia condiz com diversos trabalhos que
também demonstram a acdo negativa desses dois fatores. Por exemplo, durante o
desenvolvimento de olho, COUP-TFI e COUP-TFII reprimem a expressao de Pax6 para a
correta especificacdo da retina (Tang et al., 2010), enquanto na reprogramacdo de CTE
humanas, COUP-TFII é descrito por aumentar a eficiéncia desse processo por reprimir Oct4
(Hu et al., 2012). COUP-TFI também atua na repressdo de Oct4 e Nanog, durante a

diferenciagdo de endoderme extraembrionaria (Zhuang e Gudas, 2008).

Se, por um lado, esse padrao de regulacdao que observamos em relagao a Coup-TFI
e Coup-TFII pode estar relacionado a um mecanismo de regulacdo negativa, o qual € importante
para controlar os niveis de expressdo dos marcadores de endoderme extraembriondria como
Gatab6, Gata4 e Sox17. Por outro lado, esse aumento observado, principalmente em relagdo aos
marcadores de endoderme extraembriondria com o silénciamento de Coup-TFII, também pode
ser indireto. Podemos sugerir que o aumento que observamos pode ser em decorréncia de um
mecanismo de compensacao génica, ja que a conversao de CTE para células XEN € controlado
por diversos fatores de transcri¢ao os quais estao co-expressos e relacdes similares ja terem sido

descritas em relac@o a Sox7 e Sox17 e Gata4 e Gata6 (Kuo et al., 1997; Shimoda et al., 2007).
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1.4.2 Coup-TFI e Coup-TFII participam do controle da segregacio da endoderme

primitiva in vivo

Precursores da endoderme primitiva e epiblasto sao identificados na massa celular
interna do embrido no E3.5 onde, nesse estdgio, apesar das células co-expressarem marcadores
de pluripoténcia e de endoderme, essas comegam a ativar programas transcricionais diferentes.
A ativacdo diferencial de programas transcricionais, fazem com que células que expressam
mais GATA6 e SOX17 migrem para formar a endoderme primitiva no E4.5 e as células
expressando NANOG fiquem internamente, constituindo o epiblasto (Chazaud et al., 2006; Guo

et al., 2010; Morris et al., 2010).

Uma vez que Murray e Edgar, (2001) relataram a expressdao de Coup-TFI e Coup-
TFII em células da endoderme primitiva, buscamos mapear a expressao de ambos Coup-TFs
em embrides nos estagio E3.5 e E4.5. O fato desses fatores estarem expressos nesses estagios
poderia estar relacionado tanto com a segregacdo da massa celular interna em endoderme
primitiva e epiblasto, que se completa no E4.5, quanto com o controle da expressdo de
Laminina. As Lamininas fazem parte da lamina basal das células do epiblasto, a qual € essencial
para correta formacdo de um limen nesse compartimento e consequente formacao da cavidade

amnidtica (E4.5 — E5.5) (Bedzhov e Zernicka-Goetz, 2014).

Ja fo1 demonstrado que COUP-TFI ndo € necessdrio para o correto posicionamento
de células que originardo a endoderme primitiva (Meilhac et al., 2009). Entretanto nao ha
estudos demonstrando os possiveis fen6tipos na auséncia de Coup-TFII e na auséncia de ambos
Coup-TFs, uma vez que hé trabalhos que relatam que ambos apresentam redundancia de fungdo
(Tang et al., 2010; Wu et al., 2010). Aliado a isso, o fato de Coup-TFII ser ativado pela
sinalizacdo FGF, essencial para a forma¢do da endoderme primitiva (Yamanaka et al., 2010;
Morris et al., 2013), durante a diferenciacdo de células mesenquimais (LEE et al., 2016), nos
fez questionar se esses fatores poderiam apresentar alguma fun¢ao em conjunto nesses estagios

do desenvolvimento.

Analisando dados ptblicos de transcriptomas, observamos que a expressao de
Coup-TFI e Coup-TFII é maior antes da segregacdo de endoderme primitiva (E3.5), enquanto
que apos a segregacdo em endoderme primitiva e epiblasto (E4.5) a expressdao de ambos € baixa
tanto no epiblasto quanto na endoderme primitiva (Figura 15C, apresentada no Capitulo 2).

Esses dados corroboram nossas andlises obtidas através da quantificacdo da intensidade de
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fluorescéncia onde COUP-TFI aparenta ser mais expresso no E3.5, comparado com o E4.5,
porém ndao observamos essa variacdo em relacdo a COUP-TFII. Aliado a esses dados,
demonstramos neste trabalho que ambos Coup-TF's sdo ativados durante a conversdao de CTE
para células XEN, o que em conjunto poderia ser um indicio de que esses fatores sao

importantes para a segregacdo da endoderme primitiva.

Apesar de Murray e Edgar (2001) relatarem a expressdo de ambos Coup-TFs
especificamente em células da endoderme primitiva, nossas andlises demonstraram que, no
estdgio E4.5, onde o embrido ja estd dividido em endoderme primitiva, epiblasto e
trofectoderma, COUP-TFI e COUP-TFII sdo detectados nas células desses trés compartimentos
de forma homogénea. Vale ressaltar que, no trabalho de Murray e Edgar, esta expressao
especifica dos Coup-TF's na endoderme primitiva é demonstrada através de uma hibridizag¢ao
in situ para o gene Coup-TFI no estagio E3.5, estdgio em que ainda ndo houve a segregacao da
endoderme primitiva e as células embriondrias comporariam a massa celular interna. Portanto,
€ possivel que a marcacdo detectada para Coup-TFI nos blastocistos E3.5 seja a mesma que

reportamos aqui para a massa celular interna (E3.5) (Figura 6).

Visto que ambos Coup-TFs estao expressos no E3.5 nas células da massa celular
interna e ambos ja foram relatados por regularem negativamente a pluripoténcia (Zhuang e
Gudas, 2008; Rosa e Brivanlou, 2011) e também terem sido descritos regulando a ativagdo de
marcadores de endoderme extraembriondria (Murray e Edgar, 2001; Fujikura et al., 2002),
esperdvamos que com o silenciamento génico de ambos ocorresse um aumento da pluripoténcia
e decréscimo dos genes que controlam a segregacdo e manutencdo da endoderme

extraembrionaria.

No que diz respeito aos genes expressos no epiblasto pluripotente, nossos resultados
condizem com os ja descritos na literatura. O silenciamento de ambos Coup-TFs, mas
principalmente o de Coup-TFI causou um aumento na expressao de Oct4 e Nanog, somando

evidéncias da acdo negativa que esses fatores t€m no controle da pluripoténcia.

Entretanto, em relacdo aos marcadores de endoderme extraembriondria, nossos
resultados contrastam os dados ja publicados por Zhuang e Gudas, (2008) e Murray e Edgar
(2001). Como estes trabalhos demonstram que a superexpressio de Coup-TFI e Coup-TFII
aumenta a expressdo de marcadores de endoderme extraembriondria, esperdvamos que a
expressdao desses marcadores diminuiria com o silenciamento de ambos Coup-TFs,

comprovando assim uma relagdo de regulagdo positiva. Porém, o que observamos foi o oposto:
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principalmente quando silenciamos Coup-TFII a expressdao dos marcadores de endoderme
extraembriondria tende a aumentar (Figura 7). Esse efeito pode ser em decorréncia de uma acao
negativa de COUP-TFII sobre a expressdo dos marcadores de endoderme extraembriondria ou
devido a algum mecanismo de compensagdo génica, como ja demonstrado por Gata4, Gata6,
Sox7 e Sox17 nesse contexto (Kuo et al., 1997; Shimoda et al., 2007). Desse modo, Coup-TFII
pode integrar esta rede de regulacdo génica pré-endodérmica que possui esta capacidade de se

auto-regular em decorréncia da reducdo de um de seus fatores.

Um dos principais pontos da nossa pergunta era analisar a relacdo de COUP-TFI e
COUP-TFII com as lamininas B1 e C1. Laminina Bl e C1 sdo as principais lamininas expressas
em estdgios iniciais do desenvolvimento (Murray e Edgar, 2001; Zhuang e Gudas, 2008;
Boroviak et al.,, 2015). Além disso, ambos Coup-TFs jia foram descritos regulando
positivamente a expressdao das mesmas (Murray e Edgar, 2001, Zhuang e Gudas, 2008). Nossa
hipétese era de que na auséncia de Coup-TFI e Coup-TFII a reducao de laminina poderia causar
falhas na formag¢do da cavidade amnidtica, uma vez que tanto as células do epiblasto quanto as
do compartimento extraembriondrio sdo dependentes de laminina para a correta polarizacdo
apico-basal, formagdo de uma estrutura epitelial e consequente lumenogénese (Bedzhov e

Zernicka-Goetz, 2014).

Nossos resultados da andlise de expressdao gé€nica demonstraram um padrio
semelhante na regulacao das lamininas com o silenciamento de Coup-TFI e Coup-TFII: reducao
na expressdo de laminina Bl, enquanto laminina CI ndo apresentou nenhuma alteragdo,
comparado com o grupo controle. Porém, apesar de termos detectado essa reducao na expressao
génica de laminina B1, os embrides silenciados para Coup-TFI e Coup-TFII ndo apresentaram
nenhuma diferenca morfolégica no epiblasto em decorréncia dessa reducdo até o estdgio

analisado.

Vale notar que o E5.5 poderia ser um estdgio mais apropriado para se observar
possiveis alteracdes morfoldgicas na formacao da cavidade amnidtica decorrentes da alteragdo
na expressao de laminina no silenciamento dos Coup-TFs, por ser o estdgio em que o limen ja
estd formado (Bedzhov & Zernicka-Goetz, 2014). Entretanto, para realizar este experimento o
tratamento com siRNA teria que ser iniciado em estdgios mais tardios, como E2.5 ou E3.5.
Com isso, seria necessdrio utilizar uma outra alternativa a usada neste trabalho, como por
exemplo eletroporacdo. Além disso, o cultivo de embrides in vitro apds o E4.5 apresenta uma

baixa eficiéncia, pois € quando se inicia o processo de implantacdo in vivo.
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O trofectoderma € um folheto extraembriondrio formado entre os estdgios E2.5 -
E3.0 e caracterizado pela expressdao de Cdx2 (Rossant & Tam, 2009; Bedzhov et al., 2014a).
Apesar de ndo ter relatos sobre a fun¢do de ambos COUP-TFs no trofectoderma, nossos
resultados demonstram que ambos estdo espressos nessas células e que na auséncia de Coup-
TFI e Coup-TFII a expressao de Cdx2 aumenta. Aliado a isso, a superexpressao de Coup-TFI
em CTE ativa a expressdo de Hand-1, um marcador de trofectoderma que ndo € ativado por
exemplo quando se superexpressa fatores especificos de endoderme primitiva como Gata4 e
Gatab6. Esses resultados demostram que apesar de ndo essencial para a migracdo das células
para formar a trofectoderma, COUP-TFI atua na regulacdo da formacao desse compartimento

extraembriondrio (Fujikura et al. 2002).

Embora ndao tenhamos detectado alteracdes na formacdo da trofectoderma e da
endoderme primitiva em decorréncia do silenciamento de Coup-TFI e Coup-TFII, as andlises
morfoldgicas que realizamos em embrides demonstraram uma reducdo no niimero de células
nos embrides com silenciamento de Coup-TFII em relagdo ao grupo controle. Esses dados
corroboram resultados ja publicados onde os pesquisadores demonstraram que embrides
nocaute para Coup-TFII morrem no estdgio E10 e apresentam um tamanho reduzido em relagcdo

aos animais selvagens (Pereira et al., 1999).

Nossa hipétese seria de que, assim como relatado durante o desenvolvimento de
olho e durante o processo de implantacdo no udtero (Tang et al., 2010; Wu et al., 2010), ambos
Coup-TFs poderiam estar atuando em um processo compensatdrio, onde na auséncia de um, o

outro iria compensar essa perda e por i1sso ndo veriamos uma alteragao morfoldgica.

Com isso esperdvamos ver uma alteracdo na segregacdo das células da massa
celular interna na auséncia dos dois genes, uma vez que ja foi demonstrado que o nocaute
individual de cada um deles causa letalidade somente em estdgios mais tardios do
desenvolvimento (Pereira et al., 1999). Tentamos realizar o duplo silenciamento em embrides,
porém o decréscimo na expressdo de Coup-TFI e Coup-TFII foi bem menor do que os ja
observados em experimentos anteriores (dados ndo mostrados) e por isso ndo realizamos as
andlises nesses embrides. Entretanto, apesar de ndo conseguirmos realizar o duplo
silenciamento in vivo, mesmo quando realizamos o silenciamento combinado de Coup-TFI e
Coup-TFII durante a conversdao de CTE para células XEN, ndo observamos diferencas
significativas em relac@o ao silenciamento individual, na expressao de genes que supostamente

ambos estariam controlando.
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N3ao hé relatos na literatura de que ambos Coup-TFs estejam regulando diretamente
a expressdao um do outro. Porém observamos um discreto aumento de Coup-TFII com o
silenciamento de Coup-TFI e, com o silenciamento de Coup-TFII, Coup-TFI apresentou uma
pequena redugdo. Esse padrio foi observado quando silenciamos Coup-TFII durante a
conversdo de CTE para células XEN no 7° dia, onde também notamos uma pequena diminui¢ao
na expressao de Coup-TFI, porém ndo significativa. Portanto esses dados em conjunto, sugerem
que a participagdo dos Coup-TFs no contexto de formacdo da endoderme primitiva pode ser

direta ou indireta, através do controle mutuo de suas expressdes.

E importante ressaltar que como ndo tivemos a possibilidade de realizar estes
experimentos de silenciamento génico in vivo em réplicas bioldgicas, nossas conclusdes se

limitam a uma tnica observac¢do e devem ser consideradas com a devida cautela.

1.4.3 Rede de regulacao génica controlando a segregacao da endoderme primitiva in vivo

A formacio da endoderme primitiva € um processo altamente regulado por diversos
fatores, como GATA6, GATA4, SOX17, PDGFRa e SOX7, sendo que o fato desses fatores
estarem coexpressos € muitas vezes apresentando redundancia de fungdo (Kuo et al., 1997;
Futaki et al., 2004; Shimoda et al., 2007; Tam e Loebel 2007) pode dificultar a anélise funcional
de fatores individuais nesse contexto. Porém, é de extrema importancia desvendar a rede de
regulacdo génica que controla a especificacdo da endoderme extraembriondria, uma vez que
essas células sdo essenciais para a implantacdo e para o desenvolvimento do embrido em si

(Tam e Loebel, 2007; Shahbazi & Zernicka-Goetz, 2018).

Resultados de diversos trabalhos com ensaios de perda de funcdo in vivo
comprovam que hd uma hierarquia no controle das expressdes dos fatores envolvidos na
especificacdo e manutencdo da endoderme primitiva: enquanto o nocaute de Gata6 leva a
letalidade de embrides no E6.5 interferindo na expressao de Sox17, Gata4 e Pdgfra (Morrisey
et al., 1998; Schrode et al., 2014), o nocaute de Gata4 nao altera a expressao de Gata6, Hnf4a
e Hnf3p (Foxa2) e causa letalidade de embrides somente no E10.5 (Kuo et al., 1997). O mesmo
foi observado para Sox/7, onde embrides nocautes para esse fator ndo apresentam defeitos na
endoderme extraembriondria, provavelmente em decorréncia da compensacdo por outros

fatores, como Sox7 (Kanai-azuma et al., 2002; Shimoda et al., 2007), demonstrando que Gata6
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€ essencial para a manutencdo da expressdao de outros componentes desse circuito de regulacdo

génica.

Desta forma, como ndo observamos uma alteracio dréstica na expressdo de Gata6
ou mesmo de outros fatores envolvidos nesse processo com o silenciamento de Coup-TFI,
Coup-TFIl ou mesmo quando silenciamos ambos, podemos sugerir que no contexto de
formacdo da endoderme primitiva, desencadeada principalmente pela ativacdo de GATASG,
ambos Coup-TFs estdo downstream a GATAG6 e atuam em conjunto no balango para que ocorra
a correta segregacdo da endoderme primitiva no estdgio E4.5. Nesse cendrio, ambos
demonstraram uma relacao de regulacdo negativa. COUP-TFI atua regulando negativamente os
genes especificos de pluripoténcia, para que as células que irdo originar a endoderme primitiva
possam seguir a correta especificacdo celular. Ao passo que COUP-TFII influencia nos genes
especificos da endoderme primitiva, atuando no controle de niveis de expressdo desses genes,
garantindo assim a correta especificacdo da endoderme primitiva, como ilustrado na esquema

representativo da Figura 8.

Essa hipdtese € corroborada pelos nossos dados apresentados durante a conversao
de CTE para células XEN, onde Coup-TFI € mais expresso no inicio do processo de conversao,
influenciando na expressao de Oct4 e Nanog. Além disso, aparentemente € mais exXpresso no
E3.5 do que no E4.5, de acordo nossos dados de quantificagdo de imunofluorescéncia e das
nossas observagdes analisando dados de sequenciamento ja publicados (Boroviak et al., 2015).
Por outro lado, apesar de Coup-TFII ser ativado no inicio da conversao, apresenta niveis de
expressao relativa bem menores em relacao a Coup-TFI e, diferentemente de Coup-TFI, se
mantém constante até o final desse processo. Adicionalmente, também € detectado em células
XEN terminalmente diferenciadas, sendo que sua auséncia influencia principalmente na

expressao de Gatab, Gata4 e Soxl7.

Apesar de Coup-TFI, e nao Coup-TFII, ser descrito como um marcador inicial de
endoderme extraembriondria (Murry e Edgar, 2001; Shimoda et al., 2007), nossos resultados
demonstram que, tanto in vivo quanto in vitro, a alteracdo de Coup-TFII influencia na
manuten¢do da expressdo dos marcadores de endoderme extraembriondria, enquanto Coup-TFI
parece alterar a expressdao de marcadores de pluripoténcia. Aliado a isso, Murray e Edgar (2001)
e Shimoda et al., (2007) afirmam que apesar de Coup-TFI ser expresso nas células da
endoderme primitiva, esse fator ndo estd expresso em estdgios mais tardios, nas células da
endoderme visceral e parietal, duas populagdes celulares originadas da endoderme primitiva

(Tam e Loebel 2007). Além do mais, quando analisamos dados de sequenciamento nos estagios
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E6.5, E7.0 e E8.0, Coup-TFI néo € expresso em células da endoderme extraembriondria, nem
endoderme visceral e parietal, indicando que ndo € essencial para estdgios tardios ou
manuten¢do da endoderme extraembriondria, ao contrdrio de Coup-TFII (Figura Suplementar

1).

Um outro indicio que confirma nossa hip6tese € que apesar de a superexpressao de
Coup-TFI reduzir a expressdo de marcadores de pluripoténcia e aumentar a expressdo de
marcadores de endoderme extraembriondria, a morfologia dessas células era diferente da
observada em células XEN, mostrando que a ativacao individual de COUP-TFI ndo € suficiente
para originar essas c€lulas, ao contrdrio de GATA4 e GATAG (Fujikura et al., 2002). Esta
observacdo corrobora nossa hipétese que COUP-TFI estaria atuando principalmente no inicio
da segregacdo da endoderme primitiva, controlando a regulacdo negativa da pluripoténcia e

provavelmente ambos Coup-TFs atuam dowstream a Gata4 e Gata6 (Fujikura et al., 2002).

N3ao podemos descartar ainda a possibilidade de os Coup-TFs estarem atuando no
contexto de formacdo da endoderme primitiva de forma indireta, através do controle mutuo de
suas expressoes. Apesar de Zhuang e Gudas (2008) ndo relatarem alteracdo na expressao de
Coup-TFII em células superexpressando Coup-TFI, nossos resultados com embrides revelaram
um efeito negativo de COUP-TFI sobre a expressao de Coup-TFII e um efeito positivo de
COUP-TFII sobre a expressao de Coup-TFI. Nesse contexto em que ambos Coup-TFs estariam
controlando a segregacdo da endoderme primitiva indiretamente, podemos sugerir que o
aumento mais evidente que observamos na expressao de Gata6 e SoxI7 com o silenciamento
de Coup-TFII é porque além de COUP-TFII inibir diretamente a expressdao desses genes,
também ativa Coup-TFI, que também € um repressor desses marcadores. Por outro lado, COUP-
TFI reprime diretamente Gata6 e SoxI7, mas a0 mesmo tempo ativa a expressdao desses

marcadores indiretamente, reprimindo a a¢do de um repressor, Coup-TFII.

Além do mais, a formacdo da endoderme primitiva é um processo complexo,
regulado por diversos fatores que estdo co-expressos € que muitas vezes apresentam funcdes
similares entre si e, na auséncia de algum fator, essa redundancia na expressdao pode
desencadear um aumento na expressdo de outros fatores para substituir o gene ausente. Os
aumentos que observamos de marcadores de endoderme extraembriondria na auséncia de Coup-
TFI e Coup-TFII podem ndo estar diretamente ligados ao fato desses fatores funcionarem como
reguladores negativos durante a especificacdo da endoderme primitiva, mas sim ser decorrente

da ativacdo de um mecanismo de compensacao para que mesmo na auséncia destes, 0 processo
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de formacao da endoderme primitiva possa ocorrer, assim como descrito anteriormente para a

conversao de CTE para células XEN.

Para esclarecer se essas alteracdes que observamos em decorréncia do
silenciamento de Coup-TFI e Coup-TFII estdo sendo causadas porque ambos funcionam como
reguladores negativos ou se o que estd ocorrendo € um mecanismo de compensagdao
génica/funcional, seria necessdrio experimentos combinados de perda e ganho de fungdo,
nocautes combinados de mais de um desses genes, além de realizar de ensaios de ChiP-seq para

determinar as regides regulatdrias controladas diretamente por COUP-TFI e COUP-TFIL.
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Figura 8: Representacio esquematica ilustrativa do envolvimento hipotético de COUP-TFI e COUP-TFII
na formacao na endoderme primitiva. No E3.5 algumas células ainda co-expressam NANOG e GATAG6, sendo
que esses se auto-reprimem. As células que expressam mais NANOG originam o epiblasto, enquanto células que
expressam GATA6 migram e formam uma camada de células na periferia do epiblasto, chamada de endoderme
primitiva. Nesse contexto Coup-TFI que pode ter sua expressao influenciada por GATAG, atua na repressdo de
Nanog auxiliando na segregacio da endoderme primitiva. No préximo estdgio, E4.5, nas células pertencentes a
endoderme primitiva, Coup-TFII, que também pode ser regulado por GATAG, atua de forma repressiva para
manter os niveis corretos de expressdo de fatores especificos desse folheto, como Gata6, Gata4 e Sox17. Nao ha
indicios de que Coup-TFI e Coup-TFII atuem nesse estdgio nas células do epiblasto. Linhas tracejadas indicam

possiveis relagdes. Adaptada de Kang et al., 2013 e Brickman e Serup, 2017.
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1.5 Conclusoes referente ao Capitulo 1

1) Os padroes de expressao de Coup-TFI e Coup-TFII durante a conversao de células-tronco
embriondrias para células da endoderme extraembriondria, juntamente com o silenciamento
génico durante esse processo, sugerem que Coup-TFI € mais expresso no inicio da conversao e
atua como regulador negativo de genes que mantém a pluripoténcia. Por outro lado, Coup-TFII
mantém sua expressao até o final da conversao, interferindo na expressao dos marcadores de

endoderme extracmbrionaria.

2) A caracterizacdo da expressdao dos Coup-TFs in vitro nos E3.5 e E4.5 de camundongo
demonstrou que ambos estdo expressos nesses estagios em células da massa celular interna,
trofectoderma, epiblasto e endoderme primitiva (E4.5), participando da formag¢do da endoderme
primitiva. De forma semelhante ao observado in vitro, Coup-TFI parece estar influenciando o
bloqueio da pluripoténcia para que as células possam adquirir destinos de endoderme primitiva
enquanto Coup-TFII atua no controle/manuten¢do dos niveis de expressao dos genes expressos

na endoderme primitiva, como Gata4, Gata6 e Sox17.



E6.5 — Coup-TFI
EnﬁodEme_ ; Epiblasto
Extraembricnaria l
Endoderme &
Visceral T
Linha
Primitiva l
o
Endoderme .
Parietal

N

-— Ecmderlme’ .
Extraembriondria

E7.0 — Coup-TFI
Ectoderme Epiblasto
Extraembrignaria /
Linha
“4— Primitiva

Endoderme Mesaderme

Parietal \ .
\ Rl

Endoderme
Endoderme ¥ * Viooesal
Extraembriondria
E8.0 — Coup-TFI
MNeuro
Mesoderme ‘/ ectoderme

k g ey Endoderme
i Thy = Definitiva
N, /

/* \ Endﬁ&erme

Ectoderme Visceral

Extraembricnaria
Endoderme

Extraembriondria

64

E6.5 — Coup-TFIl
Endodermf-" i Epiblasto
Extraembriondria l
Endoderme
Visceral T
Linha
Primitiva

|Endoderme

Parietal

N &

4 Ectoderme

. Extraembriondria
E7.0 — Coup-TFIl
Ectoderme Epiblasto
Extraembriondria /
¥ Linha
“*— Primitiva
Endoderme ~ Mesoderme
Parietal \'
1 £, Endoderme
:Erl-l:IDdErn'lEr X e — Visceral
Extraembrionaria 4
E8.0 — Coup-TFil
i MNeuro
| Mesoderme L — ]

- l ¢ 5 . Endoderme
o L LT / Definitiva

2
\ Endoderme

Ectoderme ’ Visceral
Extraembrionaria

Endoderme
Extraembrionaria

Figura Suplementar 1: Analise da expressao de Coup-TFI e Coup-TFII através de dados de single cell
sequencing em estagios pos implantaciao de camundongo. No E6.5 Coup-TFI néo é detectado em nenhum dos
compartimentos analisados e Coup-TFII est4 presente em células da endoderme e ectoderme extraembriondria. No
E7.5 a expressdo de Coup-TFI € observada em algumas células da mesoderme, enquanto Coup-TFII € altamente
expresso em células da endoderme parietal, extraembriondria e visceral, e continua sendo detectado na ectoderme
extraembriondria. No E8.0, Coup-TFI estd presente em poucas células da mesoderme e da neuroectoderme e Coup-
TFII, estd expresso principalmente na mesoderme e endoderme extraembriondria, mas também € detectado em

algumas células da neuroectoderme. Pijuan-Sala et al., 2019.
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CAPITULO 2

Participacao de Coup-TFII durante a diferenciaciao dos folhetos germinativos.

Resultados prévios do nosso laboratério mostraram que a expressao de COUP-TFII
encontra-se hemisfericamente localizada em corpos embridides (CE) entre os dias 4 e 7 da
diferenciacdo (Rosa VS, 2013). Uma vez que marcadores dos folhetos germinativos
endoderme, mesoderme e ectoderme foram descritos apresentando uma expressao
espacialmente localizada nesses dias de diferenciacao em CE (Berge et al., 2008; Marikawa et
al.,, 2012; Brink et al., 2014), semelhante & que observamos para COUP-TFII, buscamos
aprofundar nossas andlises a fim de investigar se Coup-TFII estaria influenciando a expressao

desses marcadores.

Neste capitulo, inicialmente mapeamos a expressao de COUP-TFII juntamente
com marcadores do desenvolvimento em estdgios iniciais da diferenciacao celular utilizando o
modelo de corpos embridides e posteriormente realizamos ensaio de nocaute génico, a fim de

avaliar a funcdo de Coup-TFII no controle da expressao desses marcadores.

2.1 Objetivos Especificos

- Mapear a expressao de COUP-TFII com marcadores dos folhetos germinativos: endoderme
(FOXA2), mesoderme (BRACHYURY-T) e ectoderme (PAX6), durante a diferenciacdo de
células-tronco embriondrias por meio de corpos embridides através de imunofluorescéncia.

- Estudar o efeito da perda da fun¢do de Coup-TFII sobre a expressdo dos marcadores dos
folhetos germinativos durante a diferenciacdo de células-tronco embriondrias em corpos

embridides.
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Fung¢do de Coup-TFll na
aquisicdo de destinos celulares

T~

Célulastronco Célulastronco
embrionarias (CTE) embrionarias (CTE)
selvagem Coup-TFll nocaute
Diferencia¢do por meio Diferenciacdo por meio
de corpos embridides de corpos embridides
IF gPCR IF 9PCR
Dia5 e Dia 6 Dia3 e Dias Dia3eDia5 Dia3eDia5

Esquema ilustrativo dos objetivos, modelos de estudo e métodos utilizados. A descri¢do detalhada dos métodos
se encontrada no item 2.2.

2.2 Materiais e métodos

2.2.1 Cultivo das CTE E14TG2a

A linhagem de células E14TG?2a sdo mantidas indiferenciadas em cultivo com meio
Glasgow Modified Eagle’s Medium (GMEM) (Sigma, USA), com 1000 U/mL de fator inibidor
de leucemia (LIF) (ESGRO-LIF; ChemiconMillipore), lum de PD0325901, 3um de
CHIR99021, 0.1 mM de B-mercaptoetanol, 1% v/v de aminodcidos nao essenciais (MEM
NEAA), 50 U/mL de penicilina, 50 pg/mL de streptomicina, 2 de mM L-glutamina, e 15% v/v
de soro fetal bovino (FBS), em incubadora de CO2 5%, a 37 °C. As subculturas das CTE sdo
feitas a cada dois dias, quando as células em cultura apresentam-se com 80 a 90% de
confluéncia. As garrafas de cultura utilizadas para o cultivo das CTE sdo previamente tratadas

com 0,1% m/v de gelatina.

2.2.2 Diferenciacao das CTE E14TG2a - Método Hanging Drop

A inducdo da diferenciagdo das CTE e formacdo dos CE ¢ realizada através do

método Hanging Drop (gotas suspensas). As células sao retiradas do GMEM com LIF e 2i e
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ressuspendidas em DMEM (Dulbeco’s Modified Eagle Medium) suplementado com 0,1mM de
B-mercaptoetanol, 1% v/v de aminoacidos nao essenciais (MEM NEAA GIBCO), 50 U/mL de
penicilina, 50 ug/mL de streptomicina (GIBCO), 2 mM L-glutamina (GIBCO), 20% v/v de soro
fetal bovino (FBS - GIBCO), sem adicao de LIF.

A diferenciacdo € feita com uma suspensdo contendo cerca de 1000 células,
depositadas em gotas de 20 puL. de meio na superficie interna da tampa de uma placa de Petri
plastica de 100mm, totalizando cerca de 60 gotas por tampa. A base da placa de Petri é
preenchida com 10 mL de dgua miliQ estéril, para evitar alteracdes no volume do meio das
gotas, e a tampa € cuidadosamente invertida de modo a tampar novamente a placa de Petri,
como ilustrado abaixo. Desta forma, as placas contendo as “gotas penduradas” sdo entdo
incubadas por dois dias em incubadora de CO2 5%, a 37 °C. Neste periodo, a forca gravitacional
mantém as CTE em contato, e sua capacidade de aderéncia resulta na formacdo de agregados
esféricos denominados CE. No terceiro dia, os CE sdo transferidos das gotas para uma placa de

Petri de 10mm (ndo aderente) onde sdo mantidos em suspensdo em meio de diferenciacao.

Gotas de 20 pl
contendo 1000 células

Ve
L.m._lm

Agua

lustragdo do método Hanging Drop (gotas suspensas).

2.2.3 Imunofluorescéncia

Os CE sao fixadas com PFA4% por 15 minutos a temperatura ambiente. Apds etapa
de fixacdo, as amostras sdo lavadas em PBS 0,1M, pH 7,4 permeabilizadas com PBS contendo
0,3% de Triton X-100 e 0,1M de glicina por 30 minutos a temperatura ambiente. As amostras
sdo incubadas com anticorpo primdrio (tabela 1) overnight a 4°C, lavadas trés vezes com PBS
+ 0,1% de Triton, seguida da incubacdo do anticorpo secunddrio (tabela 1) por 2 horas a
temperatura ambiente. Os anticorpos primarios e secundarios sdo diluidos em solucdo contendo

1% BSA e 0,1% Tween. As amostras sdo incubadas em DAPI, na dilui¢dao de 1:1000.
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As imagens relacionadas a andlise da co-localiza¢cdo de Coup-TFII com marcadores
do desenvolvimento (Figuras 1 e 2) foram obtidas com o microscépio confocal LSM780 — NLO
INFABiC-UNICAMP, objetiva de 40 e 63X. E as imagens relacionadas a anédlise de perda de
funcdo de Coup-TFII (Figuras 4 e 5) foram obtidas com microscépio confocal SP8 (Leica

Microsystems) no LnBIO, com objetiva de 40X.

Tabela 1: Anticorpos primarios (A) e secundarios (B) utilizados nos experimentos de
imunofluorescéncia.

A
Anticorpo Secundario Diluicdo

Alexa Fluor® 488 Goat Anti-Rabbit 1:500
(Invitrogem A-11008)

Alexa Fluor® 488 Donkey Anti-Goat 1:500
(Invitrogem A-11055)

Alexa Fluor® 647 Donkey Anti-Rabbit 1:500
(Invitrogem A-11078)

Alexa Fluor® 555 Donkey Anti- 1:500

Mouse(Invitrogem A-10037)
Alexa Fluor® 555 Donkey Anti-Rabbit 1:500
(Invitrogem A-1)

Alexa Fluor® 488 Goat Anti-Rabbit 1:500
(Invitrogem A-11008)

Alexa Fluor® 568 Donkey Anti-Goat 1:500

(Invitrogem A-11057)

B
Anticorpo Primario Fabricante Diluicao
Rabbit anti-Coup-TFII ab64849 1:100
Abcam
Mouse anti-Coup-TFII Ab41859 1:100
Rabbit anti-Foxa2 (NBP1- 1:150
95426)
Goat anti-Brachyury-T SC17743 1:100
Mouse anti-Pax6 (MAB353) 1:50

2.2.4 Analises de imagens

Todas as andlises de quantificacdo de imunofluorescéncia e reconstrugdo em 3D

foram realizadas utilizando o programa ImageJ (Fiji).

Para a anélise de co-localizacdo, selecionamos um plano central representativo do
CE, utilizamos o canal com Dapi para delimitar nicleo de cada célula e quantificamos a
intensidade de fluorescéncia de COUP-TFII, FOXA2, BRACT e PAXG6, utilizando a fun¢do
mean gray value do ImageJ. Com esses valores plotamos os gréaficos de Coup-TFII versus

Foxa2, BracT e Pax6. Para cada andlise de dupla marcagdo, analisamos em torno de 8§ CE
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originados de 2 experimentos independentes correspondendo a aproximadamente 1500 células

analisadas.

Para a quantificacdio de fluorescéncia demonstradas nas andlise de
imunofluorescéncia de CE selvagem e Coup-TFII nocaute utilizamos o canal com Dapi para
delimitar nucleo, aplicamos essa delimitacdo nos canais de interesse € medimos a intensidade

da fluorescéncia.

2.2.5 Extracao de RNA e sintese de cDNA

A extracdo de RNA foi realizada seguindo o mesmo protocolo descrito no Materias

e Métodos do capitulo 1, item 1.2.6.

A sintese de cDNA foi realizada a partir de 1ug de RNA com o kit High-Capacity
cDNA Reverse Transcription Kit (Applied Biosystems).

2.2.6 Real Time PCR

Os primers utilizados foram desenhados com o auxilio da ferramenta Primer Blast
do NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/) com base no banco de dados do
NCBI  (http://www.ncbi.nlm.nih.gov)  ou  retirados do banco de  dados:

https://pga.mgh.harvard.edu/primerbank/ e confeccionados comercialmente.

O gene de referéncia utilizado como controle endogeno foi o Gapdh. Os resultados
foram normalizados usando os valores de Ct (threshold cycle) desse gene de referéncia. Para
quantificar a expressdo génica relativa, foi utilizado o modelo matematico 2-AACt (Livak e
Schmittgen, 2001). A amostra normalizadora para as andlises tanto de andlise de expressao
génica durante a diferenciacdo, quanto para a andlise de expressdo génica entre células

selvagem (WT) e Coup-TFII nocaute (KO) foram as células indiferenciadas selvagem.

As reacdes de qPCR foram realizadas utilizando Power SYBR Green PCR Master
Mix (4368708, ThermoFisher Scientific) no equipamento Step One Plus Real-Time PCR
machiner (Applied Biosystems). O seguinte programa foi utilizado: 10 min a 95°C seguidos
por 40 ciclos de 15 segundos a 95°C (denaturagdo) e 1 min a 60°C (anelamento e extensdo),
seguindo de uma etapa final para a construcao da curva de melting de 72 °C por 20 s, 60

°C por 1min e 95 °C por 15 s. Os primers utilizados estdo listados na tabela 2.


https://pga.mgh.harvard.edu/primerbank/
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Tabela 2: Primers utilizados nos experimentos de qPCR.

Gene Foward Reverse
Coup-TFI GCGGTTCAGCGAGGAAGAAT CATGCACTGGCTGCCATAAC
Coup-TFII GCGCAGACGGCATGTATGATA GGGTTGCCCTGGTACTGAAG
Gapdh ACTGGCATGGCCTTCCGTGTTC | ATTGAGAGCAATGCCAGCCCCG
Gata6 TTGCTCCGGTAACAGCAGTGGC TCTCGGGGTTGGCGTTTTCTCC
Sox17 GACTGCGGAGTGAACCTCTC GTCGGCAACCGTCAAATGTC
LamininaB1 GAAGGGCCCCTCTCCTCTC CCCATAGGGCTAGGACACCA
LamininaCl ACATGCCAGCGAGTGTGTAA AGTCACAAGGAAGGCACTCG
Hnfdo CAGCAATGGACAGATGTGTGA TGGTGATGGCTGTGGAGTC
Cxerd TGGAACCGATCAGTGTGAGT GGGCAGGAAGATCCTATTGA
Pdgfra AAGACCTGGGCAAGAGGAAC GAACCTGTCTCGATGGCACT
Octd TGCAAATCGGAGACCCTGGTGC | ATCTTTTGCCCTTCTGGCGCCG
Nanog TCTTCCTGGTCCCCACAGTTT  GCAAGAATAGTTCTCGGGATGAA
BrachyuryT ACCCAGACTCGCCCAATTTT ACATGATCTGTCCCCCTCCA
Foxa2 GGACCCCAAGACATACCGAC ATCTTGTTGGGGCTCTGCTG
Soxl CCCATGCACCGCTACGACAT CCGTAGCCCGAAGGCGA
Nestin GGAGAAGCAGGGTCTACAG AGCCACTTCCAGACTAAGG
Pax6 GCGCAGACGGCATGTATGATA GGGTTGCCCTGGTACTGAAG

2.2.7 Analises estatisticas

As anélises estatisticas foram realizadas utilizando o programa GraphPad Prism. Os
dados foram analisados utilizando Student’s test, para dois grupos, ou ANOVA test para
multiplos grupos, com multiplas comparacdes e pos teste de Tukey. A significancia estatistica
foi definida como P<0,05. Os dados estdao apresentados como média + erro-padrao da média
(SEM+).

2.2.8 Analise de dados de sequenciamento

Os graficos demonstrados na figura 15 foram realizados acessando dados de
sequenciamento de embrides nos estagios de pré implantagdo E2.5 — ES5.5 publicados em
Boroviak et al., 2015. Analisamos a expressao de Coup-TFI, Coup-TFII, Sox17, Foxa2, Gata6,

Cxcr4, Hnf4a e Pdgfra. Os graficos foram gerados utilizando o programa GraphPad Prism.

Os graficos demonstrados nas figuras 16 e 17 foram realizadas acessando dados de
sequenciamento de single cell de embrides entre os E6.5 e E8.0, publicados em Pijuan-Sala et

al., 2019. Os autores disponibilizaram os dados obtidos nesse trabalho em um aplicativo, o qual
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acessamos por meio do endereco:

https://marionilab.cruk.cam.ac.uk/MouseGastrulation2018/.

Analisamos a expressao de Coup-TFI, Coup-TFII, Sox17, Foxa2, Gata6, Cxcr4,
Hnf4a e Pdgfra nos E6.5 (Figura 16) e E7.5 (Figura 17). Para obter os graficos mostrados nestas
figuras, no campo “Projection Type” selecionamos a op¢do UMAP e no campo “Plot Colour”

selecionamos a op¢do Cell type.

2.3 Resultados

2.3.1 Coup-TFII colocaliza com marcadores de especificacio celular durante a

diferenciacao de células-tronco embrionarias

Nesta parte do trabalho, avaliamos se a expressdo espacialmente localizada de
Coup-TFII no inicio da diferenciacdo poderia estar relacionada com marcadores dos folhetos
germinativos endoderme, mesoderme e ectoderme. Para isso, analisamos por meio de
imunofluorescéncia dupla a relagdo espaco-temporal das células marcadas para COUP-TFII e
para BRACHYURY-T (mesoderme), PAX6 (ectoderme) e FOXA?2 (endoderme), os quais sdao

fatores chaves durante a gastrulacdo, nos dias 5 e 6 de diferenciacgao.

No 5° dia de diferenciacio BRACHYURY-T estd preferencialmente localizado em
um dos hemisférios dos CE apresentando co-localizacio com COUP-TFII (Figura 9A — d).
Entretanto, quando quantificamos a intensidade de fluorescéncia destes dois fatores a nivel de
células individuais, notamos que os eventos em que observamos marcagdes para ambos 0s
fatores ocorrem em nucleos com intensidade de fluorescéncia muito reduzidas quando
comparada a intensidade de fluorescéncia dos nicleos marcados para um ou outro fator (Figura

9B).

Ao observarmos a marcagdo das células para FOXA2 e COUP-TFII, notamos um
padrao muito mais evidente de localizacdo excludente entre os dois fatores (Figura 9A —h). Ao
realizarmos a andlise de quantificagdo da intensidade de fluorescéncia deste dois fatores,

notamos que, assim como observamos para BRACHYURY-T e COUP-TFII, a co-localizacio


https://marionilab.cruk.cam.ac.uk/MouseGastrulation2018/
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de FOXA2 e COUP-TFII s6 € observada em ntcleos com intensidade de fluorescéncia muito
reduzidas, enquanto que as maiores intensidades de marcag@o sdo observadas nos nicleos com

marcacdo mutuamente exclusiva entre FOXA?2 e COUP-TFII (Figura 9C).
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Figura 9: Distribuicao espacial da expressio de BRACHYURY-T, FOXA2 e COUP-TFII em CE com 5 dias
de diferenciacio. A: Imunofluorescéncia de COUP-TFIl e BRACHYURY-T (a-d) e COUP-TFII e FOXA2 (e-h).
B: Representagdo grafica demonstrando a co-localizacio de Coup-TFII e BRACHYURY-T em células
individuais. C: Representacdo grifica demonstrando a co-localizacio de COUP-TFII e BRACHYURY-T em
células individuais. Em azul, DAPI, evidenciando nicleos, Vermelho, Coup-TFII e verde, Foxa2. Barras: 50pum.
N=2 experimentos independentes.

No 6° dia de diferenciacao, além dos fatores BRACHYURY-T e FOXAZ2, expressos
no dia 5, também foi possivel fazer esta analise de colocalizacio com COUP-TFII para PAX6,
marcador de especificagdo ectodérmica cuja marcacdo sé € detectada apés o 5° dia de
diferenciacdo. BRACHYURY-T, por outro lado, é detectado com intensidade reduzida no 6°

dia de diferenciacdo quando comparado com as marcag¢des que obtivemos no 5° dia (Compare
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Figura 9B com Figura 10B). Mesmo assim foi possivel realizar esta andlise comparativa para

os trés fatores no 6° dia de diferenciacgao.

Tanto BRACHYURY-T quanto FOXA?2 continuam mutuamente exclusivos com
COUP-TFII, mantendo o padriao de co-localizacdo somente em células com intensidade muito
reduzida para ambos os fatores, em cada comparagdo (Figura 10 B e C). Uma diferenca entre
os dois dias € um aumento da quantidade de células positivas para FOXA2 no dia 6, comparada
com o dia 5 (Compare Figura 9A-g e C com Figura 10A-g e C). Além disso, a quantidade de
células duplamente marcadas (com baixa intensidade) para FOXA2 e COUP-TFII parece ser

maior no dia 6 quando comparado ao dia 5 (Compare Figura 9C com Figura 10C).

Ao contrario do observado para os dois outros fatores, células intensamente
marcadas para PAX6 estdo inteiramente contidas na populacdo de células intensamente
marcadas para COUP-TFII (Figura 10A j-1). Esta co-localizacdo completa entre os dois fatores
pode ser visualizado também pelo grafico que mostra que esta co-localizacao entre PAX6 e

COUP-TFII ocorrem em todos os niveis de marcacao observados (Figura 10D).
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Figura 10: Distribuicio espacial da expressio de BRACHYURY-T, FOXA2, PAX6 e COUP-TFII em CE
com 6 dias de diferenciacdo. A: Imunofluorescéncia de COUP-TFII e BRACHYURY-T (a-d); COUP-TFII e
FOXAZ2 (e-h) e COUP-TFII E PAX6 (i-1). Em azul, DAPI, evidenciando ntcleos, Vermelho, Coup-TFII e verde,
Foxa-2. Barras: 50um. B: Representacdo grafica demonstrando a co-localizagdo de COUP-TFII e BRACHYURY-
T em células individuais. C: Representacdo grafica demonstrando a co-localizacio de COUP-TFII e
BRACHYURY-T em células individuais. D: Representa¢do grifica demonstrando a co-localizacdo de COUP-TFII
e BRACHYURY-T em células individuais.
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2.3.2 Coup-TFII atua na regulacio de marcadores de folhetos embrionarios durante a

diferenciacio de células-tronco embrionarias

Para analisar se as correlacdes entre as marcacdoes de COUP-TFII e dos marcadores
de especificacdo celular refletiriam um cendrio de regulacio de expressdo génica geramos uma
linhagem de CTE nocaute para Coup-TFII através da tecnologia de CRISPR-Cas9 (Aratjo,

2017). A caracterizacdo dessas células estd descrita em (Matsuguma, 2019).

Nesta andlise, inicialmente projetamos um cendrio contendo os principais eventos
de transicao de estados e destinos celulares marcando o inicio do desenvolvimento embriondrio,
modelado aqui pelo inicio da diferenciacdo de CE a partir de CTE. O estado de pluripoténcia
foi marcado pelos niveis de expressao génica dos fatores Oct4 e Nanog, que estao fortemente
expressos em células pluripotentes e perdem a expressao progressivamente com o processo de
diferenciagcdo das CTE nos diferentes destinos celulares. O destino mesodérmico foi marcado
pela expressdo de Brachyury-T. O destino ectodérmico foi marcado pela expressao de Pax6,
como anteriormente, e adicionamos a analise o gene Nestin, um marcador de neuroectoderme
mais tardio. Por fim, o destino endodérmico, foi marcado pela expressdo de Foxa2, Sox17,
Gata6, Cxcr4, Pdgfro, Hnf4a, Laminina B1 e C1. Todas as andlises foram realizadas em células
indiferenciadas (CTE) e em células com 3 (Dia3) e 5 (Dia5) dias de diferenciacdo (Figura 11A
e B).
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Figura 11: Padrao de expressdo génica relativa de marcadores de pluripoténcia (Oct4 e Nanog); mesoderme
(Brachyury-T); ectoderme (Pax6 e Nestin); endoderme (Foxa2, Sox17, Cxcr4, Pdgfra, Gata6, Hnf4a, LamBI e
LamC1) durante os dias 3 e 5 da diferenciacdo de CTE utilizando corpos embridides. N=3. Média + SEM.
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Durante a diferenciagdo de CTE em CE, a expressdao de Oct4 e Nanog, maximas
em CTE, decai enquanto a expressao de Brachyury-T e Nestin aumentam nos dias 3 e 5 (Figura
11A). A expressdo de Pax6, por sua vez, decai com o inicio da diferenciacdo (Figura 11A).
Com o inicio da diferenciagcdo, observamos também um aumento da expressao de Foxa2, com
um pico no dia 3 e uma reducdo no dia 5, padrao semelhante ao observado para LamBI. Os
genes Sox17, CXCR4 e Hnf4o apresentam uma redugdo no 3° dia e um discreto aumento da
expressdao no 5° dia quando comparado ao 3°, porém é muito pouco expresso (Figura 11B).
Pdgfra aumenta progressivamente com a diferenciacdo enquanto a expressdo de Gatab
permanece inalterada no 3° dia e aumenta no 5° dia. Por fim, LamC1 apresenta uma redugdo da
expressao durante a diferenciacdo, quando comparada com o seu nivel de expressdo em CTE

(Figura 11B).

Analisando o processo de diferenciagdo de células nocauteadas para Coup-TFII
(KO), observamos que a perda de fungdo de COUP-TFII afetou muito pouco a expressao dos
genes envolvidos neste processo (Figura 12). Quando analisamos os genes marcadores de
pluripoténcia, Oct4 e Nanog, observamos que apesar de Oct4 apresentar uma queda de
expressao no 3° dia de diferenciacdo, no 5° dia ndo houve altera¢do, enquanto Nanog nao foi
afetado pela perda de funcdo de Coup-TFII em nenhum dos dias analisados (Figura 12A e B).
Brachyury-T, marcador de mesoderme teve um aumento no dia 3, porém dia 5 ndo se alterou
(Figura 12A e B). Ambos os marcadores de ectoderme, Pax6 e Nestin apresentaram um
aumento significativo da expressdo somente no dia 5, enquanto no dia 3 ndo tiveram alteracao
(Figura 12A e B), Coup-TFI, por sua vez, teve um aumento no dia 3, enquanto no dia 5
demonstrou uma queda com o nocaute de Coup-TFII, porém essas alteracdes nido foram

significativas (Figura 12A e B).

No que diz respeito aos marcadores de endoderme, Cxcr4, Gata6, Sox17 e Pdgfra,
todos aumentaram no 3° dia de diferenciagdo, com excecdo de Hnf4o, porém no 5° dia nado
observamos alteracdo na expressao desses marcadores em relagdo ao controle (Figura 12B e
D). Por outro lado, Foxa2 teve um pequeno decréscimo no 3° dia e no 5° dia de diferenciacao,
um aumento (Figura 12B e D). Entretando essas altera¢cdes ndo foram estatisticamente
significativas. LamB1 diminuiu no 3° dia e demonstrou um aumento no 5° dia, enquanto LamC1

ndo teve alteragdao em nenhum dos dias analisados (Figura 12D).
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Figura 12: Analise do nocaute génico de Coup-TFII durante o inicio da diferenciacio de CTE. Expressio
génica relativa de marcadores de pluripoténcia (Oct4 e Nanog), mesoderme (BracT), ectoderme (Pax6 e Nestin)
e Coup-TFIno 3° e 5° dias de diferenciacdo, respectivamente (A e C). Expressdo génica relativa de marcadores
de endoderme (Foxa2, Soxl7, Gata6, Cxcrd, Hnfda, Pdgfra, LamBl e LamCIl) (B e D) no 3° e 5° dias de
diferenciagdo entre grupo selvagem (WT) e Coup-TFII nocaute (KO). N=3 experimentos independentes.
Significancia p < 0,05 (¥). TestT. Média + SEM.

Buscamos analisar se essas alteragdes também seriam observadas a nivel de
proteina, para isso realizamos ensaios de imunofluorescéncia com BRACHYURY-T e
FOXAZ2. A Figura 13 A ilustra imagens representativas de CE com 5 dias de diferenciagdo do
grupo controle (WT) (a — d) e do grupo Coup-TFII nocaute (KO) (e — h). Nao observamos
diferencas visiveis na expressdo de BRACHYURY-T (b e f) e FOXA2 (c e g) entre os dois
grupos. Porém realizamos andlise semiquantitativas da expressao desses marcadores através da
quantificacdo da intensidade de fluorescéncia de um plano representativo de CEs e também

analisamos se houve alguma altera¢do no nimero de células expressando esses dois fatores.

A figura 13 B e C mostra o grafico com a intensidade relativa de fluorescéncia de
BRACHYURY-T e FOXA2, respectivamente, demonstrando que houve um aumento na
intensidade de fluorescéncia de ambos no grupo Coup-TFII nocaute (KO), comparado com o

controle (WT), assim como visto por qPCR.
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Analisamos também se houve alguma alteracao no nimero de células expressando
esses dois fatores. Para isso realizamos a contagem de células BRACHYURY-T e FOXA2
positivas, porém ndo observamos alteragdes entre a porcentagem de células positivas de
BRACHYURY-T e FOXA2 entre o grupo KO e o grupo controle (Figura 13 D e E,
respectivamente) e também ndo observamos alteracdo no nimero total de células por CE

(Figura 13F).

Como a quantificacdo de imunofluorescéncia € considerada um método
semiquantitativo, realizamos ensaio de citometria de fluxo para BRACHYURY-T em CE com
5 e 6 dias de diferenciagdo (Figura 14). Os resultados demonstram que, no 5° dia, a porcentagem
de células positivas para BRACHYURY-T € praticamente o mesmo entre o grupo KO (32,8%)
e o grupo controle (33,7%), ao passo que, no 6° dia de diferenciacdo, o nocaute de Coup-TFII
resultou em um aumento de 60% das células positivas para BRACHYURY-T, com 12,1% de
células do CE positivas para BRACHYURY-T no grupo KO comparado com 7,65% de células

positivas para Bract no grupo controle (Figura 14C).



79

A
'_
=
w0
a
w
(@)
@)
4
1
Yo}
a
w
O
B ®© o
S 2.0, o 2.04
c c
» (%]
8 15 —— g 154 1
o N
> Lo
w © 1.0
3 o
o) [
o s 0.5
© ©
° =
c
5 - S 0.0 =
= KO £ KO
D 100+ E 60
| |
- n : w
& W 804 Y ] x O |
— . . o —
S 60 o um o404 ° ul
7 < ] [ ]
s e o.o.g' ] Lo o oy
3240 SN '-.-Hv‘ 82,0 3%  Whmgm
= T ™ o @ A.'gi’_—
(O3 | |
o g 204 o n © 3 '
< 2 '0:°' u" <7 o.'::oo "ua®
n T T 0 T ,
wT KO wT KO
F
400,
w
= 2 3004 :.
5o 'Y mgt
o2 N 0 -
= 8 2004
= ° [
g2 ®eo0e’ o
=R n
z © 1001 0
S °
he)
c T T
WT KO

Figura 13: Imunofluorescéncia d¢e BRACHYURY-T e FOXA2 em CE controle (WT) e Coup-TFII nocaute
(KO) com 5 dias de diferenciacdo. A: (a —d) CEDS grupo controle; (e —h) CEDS5 grupo Coup-TFII nocaute. Em
azul, DAPI, evidenciando nicleos, verde, BrachyuryT e magenta, Foxa2. Barras: 50um. B e C: Quantificacio da
intensidade de fluorescéncia de BRACHYURYT e FOXA2 nos grupos controle e KO, respectivamente. D e E:
Quantificacdo da porcentagem de células BRACHYURYT e FOXA?2 positivas por CE, respectivamente. F:
Numero total de células por CE. Significancia p < 0,05 (*). Test T. Média + SEM .N=3 experimentos
independentes, 26 amostras analisadas por grupo.
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Figura 14: Analise por citometria de fluxo da expressio de BRACHYURYT em CE controle (WT) e Coup-
TFII nocaute (KO) com 5 e 6 dias de diferenciacdo. A: Controle negativo e Controle de Isotipo. B: Expressao
de BRACHYURYT nos grupos controle e KO no 5° dia de diferenciag¢@o. C: Expressdo de BRACHYURYT nos
grupos controle e KO no 6° dia de diferenciacdo. N=1.

Uma vez que verificamos a alteragdo de marcadores de endoderme na auséncia de
Coup-TFII nos questionamos se essas alteragdes seriam relacionadas a endoderme
extraembriondria ou endoderme embriondria (definitiva), a qual compdem o embrido em si.
Como ndo conseguimos realizar ensaios de dupla ou tripla marcacdo com marcadores
especificos de endoderme extraembriondria ou embriondria (definitiva) para identificar as

subpopulagdes de endoderme e analisar em que subpopulagdes Coup-TFII estava expresso,
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recorremos ao uso de dados de RNAseq j4 publicados. Analisamos a expressdo de Coup-TFII
quanto a expressao de marcadores que estamos focando neste trabalho, tanto no periodo de pré

implantacdo, quanto no pds implantacio e inicio da gastrulagdo (Figuras 15, 16 e 17).

Analisamos dados de RN Aseq em células da massa celular interna (E3.5), Epiblasto
e de Endoderme Extraembriondria em embrides no E4.5 (Boroviak et al., 2015) e dados de
single cell sequencing de embrides durante a gastrulagcdo, E6.5 e E7.5 (Pijuan-Sala et al., 2019)
a fim de verificar se os marcadores de endoderme que estamos analisando neste trabalho sao
especificos de endoderme extra ou embriondria e verificar se estavam co-expressos com Coup-

TFII, no E6.5.

O gréfico da Figura 15A mostra que Gata6, Sox17, Pdgfroa, Hnf4o ja sao expressos
na massa celular interna (E3.5), enquanto que Foxa2 e Cxcr4 ndo sdo detectados nesse estagio.
No E4.5, Foxa2, Cxcr4, Hnf4o. e Gata6 sdo expressos no Epiblasto, porém principalmente os 3
primeiros, com uma expressao muito baixa, enquanto na endoderme primitiva (EP) no E4.5
todos os marcadores sao altamente expressos, com exce¢do de Cxcr4 (Figura 15B). No E5.5 no
Epiblasto ndo € detectada a expressdo de nenhum desses marcadores. Durante estes estdgios,
que se referem a periodo de pré-implantacdo, a expressdo de Coup-TFII foi detectada
principalmente na mérula (E2.5) e MCI (E3.5), enquanto Coup-TFI na MCI (E3.5) mas em

niveis baixos (Figura 15C).

No estagio E6.5, Coup-TFII é detectado em algumas células da endoderme
extraembriondria, enquanto Coup-TFI esta expresso nesse estdgio. Os marcadores Sox/7,
Foxa2, Gata6, Cxcrd4, Hnf4o e Pdgfro. estio majoritariamente em células da endoderme
extraembriondria. Foxa2 € também expreso em células da linha primitiva enquanto Cxcr4 é
detectado em altos niveis em algumas células do epiblasto. Neste estdgio, detectamos a co-
localizagdao de Coup-TFII com Soxl7, Gata6, Hnf4o e Foxa2 nas células da endoderme

extraembriondria, porém ndo com Cxcr4 e Pdgfro (Figura 16).

No estagio E7.5, Coup-TFII € detectado principalmente em células da endoderme
extraembriondria e algumas células da mesoderme, porém ndo em células da endoderme
embriondria (definitiva), enquanto Coup-TFI ¢é detectado em poucas células da
neuroectoderme. Sox!7 e Foxa2 foram detectados em ambas endoderme definitiva e
extraembriondria, assim como Gata6 que além disso, também estd presente em células da
mesoderme. Cxcr4 € expresso na endoderme embriondria € mesoderme, porém ndao na

endoderme extraembriondria, enquanto Pdgfro estd presente na endoderme extraembriondria e
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mesoderme e Hnf4a somente na endoderme extraembriondria (Figura 17). Para nossas
descrigdes, estamos considerando endoderme extraembriondria o conjunto de endoderme

visceral, parietal e extraembriondria.
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Figura 15: Analise de dados de sequenciamento de embrides de camundongo nos estagios de pré
implantacio. A: Expressdo de marcadores de endoderme FoxaZ2, Sox17, Cxcr4, Pdgfro, Hnf4a e Gata6 na mérula
(E2.5); Massa Celular Interna — MCI (E3.5). B: Epiblasto — Epi (E4.5); Endoderme Primitiva — EP (E4.5) e
Epiblasto (E5.5). C: Expressdo de Coup-TFI e Coup-TFII nos E2.5 a E5.5. Dados retirados de (Boroviak et al.,
2015).
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Figura 16: Analise de dados de sequenciamento (single cell) de embrides de camundongo no E6.5. Expressiao

de Coup-TFI, Coup-TFII, Soxl7, Foxa2, Gata6b, Cxcr4, Hnf4o e Pdgfro. em células da endoderme definitiva,
endoderme extrembriondria, epiblasto e linha primitiva. Detalhes e setas: co expressdo de Coup-TFII com Sox17,

Foxa2, Gata6 e Hnf4a. Dados retirados de (Pijuan-Sala et al., 2019).
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de Coup-TFI, Coup-TFII, Sox17, Foxa2, Gata6, Cxcr4, Hnf4a e Pdgfro em células da endoderme definitiva,
endoderme extrembriondria e mesoderme. Pijuan-Sala et al., 2019.
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2.4 Discussao

A diferenciacdo de células-tronco embriondria (CTE) por meio de corpos
embridides (CE) foi um dos primeiros modelos para o estudo em estruturas 3D o qual demonstra
o potencial dessas células de se auto organizarem e mimetizar a embriogénese in vitro
(Doetschman et al.,1985). Ainda hd discordancias sobre a relacdo da capacidade intrinseca que
essas estruturas possuem de recapitular padrdes espaciais de expressdo semelhante ao
observado no embrido em desenvolvimento (Sajini et al., 2012). Entretanto, o perfil de
expressao génica nos CE foi demonstrado ter grande similaridade em relacido temporal com o

desenvolvimento embriondrio (Leahy et al., 1999).

Analisando a relagdo temporal de expressdo gé€nica junto com as alteracoes
morfologicas que ocorrem nos CE, alguns trabalhos tragam um paralelo entre o dia de
desenvolvimento in vivo com o dia de diferenciacdo em CE. Alguns autores descrevem, por
exemplo, que a formac¢do da endoderme primitiva que ocorre in vivo no E4.5 € observada em
CE por volta do dia 2 e 3 de diferenciacio, enquanto a partir do 5° dia se inicia a expressao de
marcadores e alteragcdes morfoldgicas caracteristicas da gastrulagdo que inicia in vivo no E6.5

(Brickman e Serup, 2017).

Nossos resultados demonstram que, ap6s o inicio da diferenciagdo, a expressao de
Oct4 e Nanog, expressos no epiblasto pluripotente, diminuem bruscamente, enquanto que a
expressdo de marcadores de mesoderme e neuroectoderme, como BrachyuryT e Nestin,
respectivamente, aumentam nos dias 3 e 5 de diferenciacdo. O mesmo padrdo de expressdao
temporal foi observado para a maioria dos genes marcadores globais de endoderme, porém ¢é
importante destacar que marcadores que sdo observados exclusivamente na endoderme
embriondria (definitiva) e mesoderme, como Cxcr4 (Anderson et al., 2017), sdo mais expressos
no 5° dia de diferenciacdo. Enquanto genes importantes tanto para a formagao e manutencao de
endoderme extraembriondria quanto para especificacao da endoderme definitiva, como Pdgfra,

Foxa2, Gata6 e LamB1, sdo expressos também no 3° dia de diferenciacio (Figura 11).

Dados do nosso grupo de pesquisa demonstraram que a expressao de COUP-TFII
durante a diferenciacdo de CE se inicia por volta do 3° dia de diferenciagdo (Rosa, 2013). Esse
periodo de diferenciacdo em CE € descrito como o momento em que estaria ocorrendo a
formacdo da endoderme primitiva in vitro (Brickman & Serup, 2017) e na qual Coup-TFII ja
foi descrito estar presente durante o desenvolvimento embriondrio (Murray & Edgar, 2001).

Além disso, no primeiro capitulo desta tese, descrevemos a participacdo de Coup-TFII como
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integrante da rede de regulacdo génica que controla a especificacdo da endoderme

extraembrionaria.

Interessantemente, quando analisamos a distribui¢do espacial de células
expressando COUP-TFII em CE, nés observamos um padrdo de expressdao hemisférico desse
fator entre o 5° e 7° dias da diferenciacdo de CE (Rosa, 2013). Em embrides, este periodo
corresponderia ao inicio do processo de gastrulacdo (Brickman & Serup, 2017). Aliado a isso,
os resultados obtidos nesse trabalho também demonstram uma expressao hemisféricamente
localizada de BRACHYURY-T e PAXG6, sendo que essas expressdes estdo parcialmente e
completamente co-localizadas com COUP-TFII, respectivamente; enquanto que a expressao de

FOXAZ2 se encontra quase que completamente excludente com Coup-TFII (Figura 9 e 10).

A localizacdo espacial desses marcadores do desenvolvimento em CE ja foi relatada
anteriormente. Em 2008, Berge e colaboradores mostraram que BRACHYURYT, FOXA2 e
PAXG6 apresentaram um padrdo de localizagdo espacial em CE muito semelhante ao observado
durante o inicio do desenvolvimento embriondrio. Neste trabalho, CE exibiram uma polarizacao
anteroposterior ¢ a formacdo de uma regido semelhante a linha primitiva. Nessa regido, as
células passam por uma transi¢ao epitélio-mesénquima, caracterizada pela expressdo de SNAIL
e se diferenciam em progenitores de mesoderme, expressando BRACHYURY-T, e de
endoderme, expressando FOXA-2, sendo essa polarizacdo dependente da ativagdo local da
sinalizacdo WNT. Adicionalmente, marcadores de neuroectoderme, PAX6 e SOXI, se
localizam em polos opostos a localizacdo da via WNT e marcadores de mesoendoderme,
comprovando que CE apresentam um nivel organizacional consistente com 0 processo

observado in vivo, como descrito em Tam e Behringer (1997) e (Yamaguchi (2001).

Uma vez que a observacdo desse padrao de expressdo localizada de
BRACHYURYT, FOXA2 e PAX6 em CE coincide com o que observamos para Coup-TFII,
nos perguntamos se esse fator poderia estar influenciando na segregacdo dos folhetos
germinativos, principalmente mesodérmicos e ectodérmicos. Apesar de embrides de
camundongo nocaute para Coup-TFII ndo apresentarem problemas durante a gastrulagcdo e
morrerem apenas no E10 (Pereira et al., 1999), trabalhos recentes desenvolvidos com CTE
humanas mostraram que COUP-TFII e OCT4 participam de um complexo circuito que regula
a transi¢do entre a pluripoténcia e a aquisi¢do de destinos celulares (Rosa e Brivanlou, 2011).
Em conjunto, esses dados nos levou a questionar se os danos observados no E10, quando o

desenvolvimento cessa nos camundongos Coup-TFII nocaute, poderiam ser causados por
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alguma desregulacdo nos niveis de fatores importantes para o inicio da especificacdo desses
folhetos, decorrente da auséncia de Coup-TFII.

No 3° dia de diferenciacdo, nossas andlises de diferenciagdo com células Coup-TFII
nocaute demonstraram um padrao de aumento na expressao dos marcadores Sox!7, Gatab,
Cxcrd, Pdgfra e Coup-TFI, marcadores gerais de endoderme e BrachyuryT, marcador de
mesoderme (Figura 12). Com excecdo de Cxcr4 e BrachyuryT, todos os outros marcadores
estdo presentes na endoderme extraembriondria, o que corrobora nossa hipétese de que COUP-
TFII atua na regulacdo dos niveis de expressdao de importantes fatores presentes na endoderme
extraembriondria, regulando-os negativamente.

O aumento que detectamos de Cxcr4 pode ser justificado pelo fato de COUP-TFII
atuar bloqueando a sua expressdo nas células da endoderme extraembriondria e na auséncia de
Coup-TFII, Cxcr4 passa a ser expresso também nessas c€lulas, levando a um aumento na sua
expressdao génica. Pois, apesar de Cxcr4 ser observado em algumas células da endoderme
visceral (endoderme extraembriondria) no E6.5, ndo observamos co-localizacdio com Coup-
TFII. Além disso, em estagios mais tardios (E7.5), esse marcador estd expresso especificamente
na endoderme definitiva (embriondria), porém Coup-TFII ndo esta presente nesse folheto, como
demonstrado por dados de single cell sequencing (Figura 17).

No que diz respeito a pluripoténcia, COUP-TFII foi descrito como um repressor da
expressdo de marcadores de pluripoténcia, como Oct4 em CTE humanas (Rosa e Brivanlou,
2011), nesse caso esperariamos observar um aumento na expressao de Oct4 na auséncia de
Coup-TFII. Porém, no 3° dia de diferenciagdo, Oct4 decaiu, enquanto Nanog nado se alterou.
Provavelmente essa pequena redugdo na expressao de Oct4 é decorrente da acdo repressiva de
SOX17, COUP-TFI, GATA6 e PDGFRa na pluripoténcia, ja descrito anteriormente (Fujikura
et al., 2002; Niakan et al., 2010) e que nesse momento estao aumentados devido a auséncia de
Coup-TFII. Portanto, esta acdo negativa de COUP-TFII descrita em células humanas pode estar
sendo neutralizada em células murinas por sua acdo negativa sobre esses repressores de
pluripoténcia. Se esta hipétese estiver correta, COUP-TFII atuaria diretamente reprimindo Oct4

e indiretamente ativando-o, por sua acao negativa sobre repressores de Oct4.

Nossos resultados em conjunto nos levam a concluir que no 3° dia de diferenciacao
de CTE por meio de CE, COUP-TFII esta atuando principalmente em células que adquirem
destinos de endoderme extraembriondria. Esses resultados corroboram aos descritos no
primeiro capitulo, onde mostramos que COUP-TFI e COUP-TFII atuam em conjunto na

especificacdo da endoderme extraembriondria. Se por um lado COUP-TFII controla os niveis
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de expressao dos marcadores desse folheto, COUP-TFI e os outros marcadores de endoderme
extraembriondria, GATA6, SOX17, PDGFRa, HNF4a, os quais aumentaram em decorréncia
da auséncia de Coup-TFII, regulam negativamente a expressdo de Oct4, como ilustrado na

Figura 18.

No contexto de especificagdo de ectoderme, um dos folhetos embriondrios, a
participacdo de COUP-TFII na transi¢do entre a pluripoténcia e a diferenciacdo para esse
folheto ja é conhecida. Em CE originados de CTE humanas COUP-TFII estd localizado ao
redor de estruturas conhecidas como rosetas neurais, caracterizadas pela co-localizagdo com o
marcador neural PAX6. O nocaute de Coup-TFII nessas células reduz a expressao de Paxo,
sugerindo que COUP-TFII atua diretamente na ativacdo de Pax6 (Rosa e Brivanlou, 2010).
Vale notar que, neste trabalho, o nocaute de Coup-TFII ndo afetou a expressao de Sox/,
marcador neural expresso em estddios mais tardios da diferenciacdo neural de CTE humanas.
Entretando, durante o desenvolvimento de olho, em camundongos no E11.5, os autores relatam
uma relacdo de regulacdo negativa tanto de COUP-TFII quanto de COUP-TFI em relacdo a
Pax6 (Tang et al., 2010).

Para analisar como seria a relacdo entre Coup-TFIl e os marcadores do
desenvolvimento no contexto de diferenciagdo de CTE murinas, verificamos a expressao nao
s6 de marcadores de ectoderme, mas também de mesoderme e endoderme no 5° dia de
diferenciagdo em CE originados de células Coup-TFII nocautes. Esse dia foi o escolhido pois
em relacdo ao perfil de expressdo génica é descrito como sendo similar ao periodo de
gastrulacdo que ocorre no embrido (Brickman e Serup, 2017). Além disso, observamos algumas
células expressando Coup-TFII em dados de sequenciamento no E7.5 nos compartimentos

mesodérmicos e neuroectodérmicos (Figura 17).

Nossos resultados mostram um padrao de regulacdo da neuroectoderme por COUP-
TFII semelhante ao observado por Tang et al., (2010), em que tanto Pax6, importante para o
inicio da especificacdo ectodérmica quanto Nestin, um marcador mais tardio de
neuroectoderme, aumentaram no 5° dia de diferenciacdo em células nocauteadas para Coup-
TFII, somando evidéncias da regulacdo negativa de neuroectoderme por parte de COUP-TFII,

como ilustrado na Figura 18.

Embora o nocaute de Coup-TFII ndo tenha alterado a expressdo de Brachyury-T na
diferencia¢do de CTE humanas (Rosa e Brivanlou, 2010), o fato de termos demonstrado uma

co-expressao parcial d¢ BRACHYURY-T e COUP-TFII no 5° e 6° dia de diferenciacdo pode
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ser um indicio de que esses fatores estariam interagindo e influenciando na aquisi¢cdo de
destinos mesodérmicos em CTE de camundongo. Apesar de ndo termos detectado alteracdo a
nivel de expressdo génica em Brachyury-T no 5° dia de diferenciacio, quando quantificamos a
intensidade de fluorescéncia entre CE selvagem e Coup-TFII nocaute, observamos um discreto
aumento na expressdo de BRACHYURY-T no 5° dia. Esse aumento foi potencializado no 6°
dia de diferenciacdo, em que confirmamos um aumento de células BRACHYURY-T positivas
por citometria de fluxo, demonstrando que COUP-TFII possivelmente estd atuando como um

regulador negativo durante a especificacio mesodérmica.

Por outro lado, o fato de termos demonstrado no primeiro capitulo desta tese que
Coup-TFII estd atuando nas células da endoderme extraembriondria nos fez inferir que as
alteracOes que observamos na expressdao de Pax6 e BrachyuryT com o nocaute de Coup-TFII
durante a diferenciag¢do de CTE, seria porque Coup-TFII pode estar impedindo a ativacdo desses
dois genes nas células da endoderme extraembriondria. Portanto, na auséncia de Coup-TFII, o
aumento que observamos a nivel de expressdo génica de Pax6 e BrachyuryT pode estar
relacionado ao fato desses dois marcadores passarem a ser expressos por células da endoderme
extraembriondria e ndo que Coup-TFII estaria regulando negativamente a formacdo de

ectoderme e mesoderme.

Em relacdo a especificacio de endoderme embriondria, apesar de detectarmos
algumas poucas células co-expressando COUP-TFII e FOXA2 no 5° dia de diferenciacdo e o
nocaute de Coup-TFII induzir um aumento na expressdo de Foxa2 tanto a nivel de regulacao
génica, como de proteina, nds concluimos que esse aumento € decorrente da acao negativa de
COUP-TFII em células da endoderme extraembriondria. Pois, apesar de Foxa2 estar expresso
tanto em células da endoderme embriondria (definitiva), quanto em células da endoderme
extraembriondria, Coup-TFII somente estd presente nas extraembriondrias (Figura 17, dados de

single cell sequencing).

De modo semelhante ao observado com o silenciamento de Coup-TFII em
embrides, a diferenciagdo de CTE na auséncia desse fator acarreta no decréscimo de Laminina
Bl em dias inicias da diferenciagdo, dia 3, porém em estdgios mais avancados, dia 5, a

expressao de Laminina Bl tendem a aumentar na auséncia de Coup-TFII.

Esses resultados observados no 3° dia de diferenciagdo confirmam que COUP-TFII
atua na regulacdo da ativacdo da expressao de Laminina, como mostrado por Murray e Edgar

(2001), onde a superexpressao tanto de Coup-TFI quanto de Coup-TFII levaram a um aumento
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dessas Lamininas. A diferenca na expressao de Laminina Bl que observamos entre os dias 3 e
5 pode ser justificada pelo fato de varios outros genes atuarem em conjunto na regulacdo de sua
expressao (Futaki et al., 2004; Niakan et al., 2010). Se por um lado, a queda de Coup-TFII
causou seu decréscimo no dia 3, o aumento de Coup-TFI, Sox17, Gata6, Pdgfro. nesse mesmo
dia podem justificar o aumento na expressdo de Laminina Bl que observamos no 5° dia de
diferenciacdo, uma vez que a superexpressao desses fatores ja foram demonstrada por aumentar
a expressdo de Laminina Bl (Murray e Edgar 2001; Fujikura et al., 2002; Niakan et al., 2010).
A representacdo da possivel regulacido da laminina no contexto de diferenciacdo de CTE esta

ilustrada na Figura 18.

Nossos dados in vitro otidos por meio da diferenciacdo de CE adicionam um novo
participante na rede de regulacdo génica que controla a especificacdio da endoderme
extraembriondria, corroborando os resultados ja mostrados no primeiro Capitulo. Coup-TFII
interage com Gata6, Sox17, Pdgfra, Hnf4a, Lamininas e Coup-TFI para manter os corretos
niveis de expressio dos mesmos, assegurando a correta especificacio e manutencdo da
endoderme extraembriondria. Possivelmente a auséncia de fendtipo in vivo relacionada a
endoderme extraembriondria na auséncia de Coup-TFII pode ser justificada pelo fato desse
ambiente ser regulado por diversos fatores que apresentam redundancia de fun¢ao entre si (Kuo
et al., 1997; Futaki et al., 2004; Shimoda et al., 2007). Além disso, demonstramos que COUP-
TFII também atua no controle da especificacdo de neuroectoderme e mesoderme, tecidos

especificados durante a gastrulacdo, atuando como regulador negativo.

E importante destacar que apesar de estarmos discutindo a formacio de endoderme
extraembriondria, a diferenciacdo de CTE sem nenhuma indu¢do ndo € o modelo mais indicado
para se estudar a diferenciacdo para tecidos extraembriondrios. As CTE sdo definidas como
pluripotentes, ou seja, possuem a capacidade de originar as linhagens embriondrias, mas nao
as extraembriondrias. Apesar de alguns trabalhos demonstrarem a formacdo de uma estrutura
semelhante a endoderme primitiva em CE ou mesmo a expressdao de marcadores de endoderme
extraembriondria durante a diferenciacdo de CTE (Abe et al., 1996; Shimoda et al., 2007;
Brickman & Serup, 2017), quando reintroduzidas em blastocistos, essas células raramente
contribuem para tecidos extraembrionarios (Canham et al., 2010). O que podemos demonstrar
com nossos resultados, uma vez que detectamos baixa expressdao de Hnf4a, um marcador
especifico de endoderme extraembriondria (Anderson et al., 2017). Porém como nés
observamos um aumento na expressdo de Foxa2 com o nocaute de Coup-TFII, decidimos

aprofundar nossas anélises com dados de single cell sequencing. Adicionalmente, adicionamos
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novos genes especificos de endoderme extraembrionaria e embriondria nas nossas anélises, para
verificar se a alteracdo que estdvamos detectando era realmente em células da endoderme

embriondria.

Outro ponto que € importante destacar € a relacdo de expressao génica entre CE e
embrido. Notamos que a expressao génica de Brachyury-T se inicia no 3° dia de diferenciacdo
em CE, enquanto in vivo esse gene € inicialmente detectado no E6.5. Como citado
anteriormente, alguns trabalhos consideram que até o 3° dia de diferenciacdo de CTE seria
correspondente ao que ocorre in vivo no periodo pré-implantacdo. Ja entre o 5° e 7 ° dia de
diferenciacdo de CTE, acessariamos os marcadores expressos entre os estidgios E6.5 — E8.0 in
vivo, ou seja, durante a gastrulacdo (Leahy et al., 1999; Berge et al., 2008; Brickman & Serup,
2017). Essa diferenca na expressdo temporal que observamos na expressdo de Brachyury-T
pode ser uma diferenca entre o0 modelo de embrido in vivo e de CE, podendo ou ndo refletir na

funcdo do gene.

Porém, caso esteja ocorrendo uma especificacdo mesodérmica prematura, podemos
sugerir que a expressdo que observamos de Pdgfra e Cxcr4 no 3° dia e que assim como
Brachyury-T sofreram um aumento com a auséncia de Coup-TFII também pode ser em
decorréncia da regulagdo negativa demonstrada por COUP-TFII sobre a mesoderme. Pois,
ambos esses fatores ja foram demonstrados por caracterizar populacdes especificas de

mesoderme (Nelson et al., 2008; Sakurai et al., 2012).

Apesar de termos demonstrado a participagdo de Coup-TFII na rede de regulagao
que controla tanto a formacdo de endoderme extraembriondria, quanto a segregacdo de
mesoderme e ectoderme, o modelo de CE € composto por diferentes tipos celulares que
transitam por diferentes estados ao longo do tempo. Portanto, para determinarmos a natureza
de cada regulacdo descrita neste trabalho seria necessdrio realizar estas analises em nivel de
células unicas ao longo do tempo, além de induzir diferenciacdes especificas para cada um dos

folhetos embriondrios e extraembriondrios analisados neste trabalho, na auséncia de Coup-TFII.
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Figura 18: Esquema ilustrativo demonstrando as redes de regulacao génica que ocorrem nos dias 3 e 5 de
diferenciacao de células-tronco embrionaria. No 3° dia de diferenciacéo, nas células pertencentes a endoderme
extraembriondria COUP-TFII estaria atuando na ativacdo de Laminina B, enquanto atua reprimindo a expressao
de marcadores de endoderme extraembriondria Sox17, Gata6, Pdgfra, Hnf4a, Cxcrd4 e Coup-TFI, e esses, por sua
vez inibem a expressdo de Oct4. Ao passo que no epiblasto, COUP-TFII poderia estar atuando na repressao de
BrachyuryT, Cxcr4 e Pdgfra. No 5° dia de diferenciag@o, nas células pertencentes a endoderme extraembriondria
COUP-TFII atua regulando negativamente a expressio de Foxa2, enquanto no epiblasto COUP-TFII também atua
na regulacdo negativa de BrachyuryT, Pax6 e Nestin. Linhas pontilhadas indicam possiveis relagdes. Quadrados
vermelhos definem marcadores globais de endoderme; azul, marcadores de mesoderme e verde, de ectoderme.

2.5 Conclusoes referente ao Capitulo 2

1) Através de ensaios de imunofluoréscencia dupla e ensaios de nocaute génico, demonstramos
que a total co-localizacdo observada de COUP-TFII com PAX6 e parcial com BRACHYURY-
T estd relacionada a um mecanismo de regulacdo negativa por parte de COUP-TFII tanto

durante a especificacao de neuroectoderme, quanto de mesoderme.

2) Além disso, nossos resultados sugerem que, apesar de durante a diferenciacdo de CTE por
meio de CE algumas células co-expressarem COUP-TFII e FOXA2 e o nocaute de Coup-TFII
resultar em um aumento na expressdo de marcadores descritos como endodérmicos, essas
alteracOes possivelmente sdo relacionadas a funcdo de COUP-TFII na endoderme

extraembriondaria e ndo na endoderme embriondria (definitiva).
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3) Por fim, os resultados demonstrados em relac@o a expressao de laminina BI na auséncia de
Coup-TFII no inicio da diferenciacdo de células-tronco embriondrias somam indicios de que
COUP-TFII atua positivamente na expressao desse fator, importante durante o inicio do

desenvolvimento embriondrio.
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CAPITULO 3

Coup-TFI e Coup-TFII sao regulados pela sinalizacao FGF.

Nesse capitulo buscamos avaliar se Coup-TFI e Coup-TFIl estariam sendo
regulados pela sinalizacdo FGF, importante nos dois momentos do desenvolvimento que
estamos focando nesse trabalho: formacao da endoderme primitiva e gastrulagdo (Morris et al.,
2013 e Ciruna e Rossant, 2001, respectivamente). Para inibir a via de sinalizacio FGF
utilizamos dois inibidores ja descritos na literatura: PD0325901, o qual € um inibidor de
Mek/Erk (Hamiton e Brickman, 2014) e o NaClO3’, também descrito por desestabilizar a
sinalizacdo FGF (Lanner et al., 2010, Oki et al., 2010).

3.1 Objetivos Especificos:

- Andlise da possivel regulacdo Coup-TFI e Coup-TFII pela sinalizacdo FGF in vivo durante a
formacdo da endoderme primitiva através de qPCR.

- Andlise da possivel regulacdo Coup-TFI e Coup-TFII pela sinalizacdo FGF durante a
diferenciagdo de células tronco-embriondrias por meio de corpos embridides através de qPCR

e imunofluorescéncia.

Controle da expressao de Coup-TFI
e Coup-TFll pela sinalizacdo FGF

Embrido Célulastronco
Tratamento embrionaria (CTE)
com PD

|

l Diferenciagdo por meio
de corpos embridides
tratadoscom PD ou NaCLO;

l |

IF qPCR
Dia5eDia7 Dia3 eDia5

qPCR
E4.5

Esquema ilustrativo dos objetivos, modelos de estudos e métodos utilizados. A descricao detalhada dos métodos
se encontra no item 3.2.
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3.2 Materiais e métodos

3.2.1 Cultivo das CTE E14TG2a

A linhagem de células E14TG?2a sdo mantidas indiferenciadas em cultivo com meio
Glasgow Modified Eagle’s Medium (GMEM) (Sigma, USA), com 1000 U/mL de fator inibidor
de leucemia (LIF) (ESGRO-LIF; ChemiconMillipore), lum de PD0325901, 3um de
CHIR99021, 0.1 mM de B-mercaptoetanol, 1% v/v de aminodcidos ndo essenciais (MEM
NEAA), 50 U/mL de penicilina, 50 pg/mL de streptomicina, 2 de mM L-glutamina, e 15% v/v
de soro fetal bovino (FBS), em incubadora de CO2 5%, a 37 °C. As subculturas das CTE sao
feitas a cada dois dias, quando as células em cultura apresentam-se com 80 a 90% de
confluéncia. As garrafas de cultura utilizadas para o cultivo das CTE sdo previamente tratadas

com 0,1% m/v de gelatina.

3.2.2 Diferenciacao das CTE E14TG2a - Método Hanging Drop

A inducdo da diferenciacdo das CTE e formacdo dos CE ¢é realizada através do
método Hanging Drop (gotas suspensas). As células sdo retiradas do GMEM com LIF e
ressuspendidas em DMEM (Dulbeco’s Modified Eagle Medium) suplementado com 0,1mM de
B-mercaptoetanol, 1% v/v de aminodcidos nio essenciais (MEM NEAA GIBCO), 50 U/mL de
penicilina, 50 ug/mL de streptomicina (GIBCO), 2 mM L-glutamina (GIBCO), 20% v/v de soro
fetal bovino (FBS - GIBCO), sem adi¢do de LIF. Para os CE gerados com NaClO3™ utilizamos
a concentragdo de 20mM e no tratamento com PD, a concentracdo foi de 1uM. Ambos foram

adicionados no meio desde o primeiro dia de diferenciacao.

3.2.3 Imunofluorescéncia

O protocolo e os anticorpos utilizados estdo descritos no Capitulo 2, item 2.2.3.

3.2.4 Analises de imagens

Todas as andlises de quantificacdo de imunofluorescéncia e reconstrucdo em 3D

foram realizadas utilizando ImagelJ (Fiji).
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Para a quantificacdo de fluorescéncia de COUP-TFI, COUP-THII,
BRACHYURYT e FOXA?2 selecionamos um plano central, utilizamos o canal com Dapi para
delimitar nicleo, aplicamos essa delimitacdo nos canais de interesse € medimos a intensidade

da fluorescéncia, utilizando a fungao mean gray value.

3.2.5 Tratamento de embrioes com PD

Os experimentos com embrides foram realizados no laboratério da Prof. Magdalena
Zernicka-Goetz na Universidade de Cambridge e os experimentos foram regulamentados pela
emenda da lei de animais, Art 1986 de Procedimentos Cientificos de 2012 apds revisao ética

pelo Comité de Etica e Bem Estar Animal da Universidade de Cambridge (AWERB).

Os embrides foram coletados no estdgio de 8 células (E2.5) em meio M2 e
separados aleatoriamente entre os grupos controle e que iriam ser mantidos em PD0325901 na
concentracdo de 1uM. Os embrides foram entdo mantidos em gotas em placas de petri com
meio KSOM (MR-020P-5F, Millipore) e cobertas com 6leo mineral para cultivo de embrides

em incubadora a 37°C até o estagio E4.5, onde realizamos as andlises de qPCR.

3.2.6 Extracao de RNA e sintese de cDNA

Para as analises com embriao, foi utilizado o kit Arcturus PicoPure RNA isolation
Kit (Qiagen, Cat n° 12204-01).

Para as andlises com corpos embridides o protocolo de extracdo de DNA e sintese
de cDNA estdo descritos no Capitulo 2, item 1.2.6.

A sintese de cDNA foi realizada a partir de 1ug de RNA com o kit High-Capacity
cDNA Reverse Transcription Kit (Applied Biosystems).

3.2.7 Real Time PCR

O protocolo e as sequéncias de primers utilizados estd descrito no Capitulo 2, item

2.2.6.
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3.2.8 Analises estatisticas

As anélises estatisticas foram realizadas utilizando o programa GraphPad Prism. Os
dados foram analisados utilizando Student’s test, para dois grupos, ou ANOVA test para
multiplos grupos, com multiplas comparacgdes e pos teste de Tukey. A significincia estatistica
foi definida como P<0,05. Os dados estdo apresentados como média + erro-padrdao da média

(SEM=).

3.3 Resultados

Buscamos avaliar se no contexto de formacdo da endoderme primitiva em embrides
e se durante a diferenciacdo de CE nos trés folhetos germinativos (endoderme, mesoderme e
ectoderme) o bloqueio da sinalizagdo FGF poderia alterar a expressao de Coup-TFI e Coup-

TFIL.

Para testar essa hipotese, coletamos embrides no estagio de 8 células (E2.5) e
cultivamos até o estdgio E4.5 na presenca do inibidor Mek/Erk - PD0325901 (PD), descrito

como um bloqueador da sinaliza¢do FGF na concentracdo de 1uM (Hamiton e Brickman, 2014).

Como esperado, o tratamento com PD resultou em uma diminui¢do da expressao
de SoxlI7, especifico de endoderme primitiva nesse estagio (Yamanaka et al., 2010). A
expressao de Nanog apresentou uma pequena diminuicao e a expressdao de Coup-TFI e Coup-

TFII decaiu em torno de 70 e 80%, respectivamente (Figura 19).

1.0+
@8 Controle
0.8 @ PD
0.6
0.4
0.2 ™
0.0- T 7 .U T

Coup-TFI Coup-TFll Sox17  Nanog

Expressdo Génica Relativa

Figura 19: Expressao génica relativa de Coup-TFI, Coup-TFII, Sox17 e Nanog em embrides E4.5 do grupo
controle e tratados com PD. N= 1.
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Para testar se a via de sinalizacdo FGF poderia influenciar na expressao de Coup-
TFI e Coup-TFII durante a diferenciacdo de CTE, geramos CEs com meio acrescido de PD
1uM ou NaClO3™ (20mM), também descrito por modular a sinalizacdo FGF (Lanner et al., 2010,
Oki et al., 2010). Utilizamos essa concentragdo de NaClO3™ com base em dados da literatura
(Lanner et al., 2010). Além disso, observamos que as concentracdes de 20 e 30 mM de NaClO3”
demonstraram resultados semelhantes em relacio a expressao de genes que sdo controlados por
FGF, além de CE cultivados com NaClO3™ 30mM apresentarem mais morte celular em estiagios

iniciais da diferencia¢do, comparado com CE gerados com 20mM (dados ndo mostrados).

Analisamos entio o nivel de expressao génica de Coup-TFI e Coup-TFII, além de
marcadores j4 descritos por serem influenciados por essa sinalizagdo durante o
desenvolvimento: Oct4 e Nanog, marcadores de pluripoténcia; BrachyuryT, mesoderme; Pax6
e SoxlI, expresso na ectoderme e Foxa2, Soxl7 e Gata6, marcadores de endoderme em CE

tratados com PD (Figura 20) e com NaClO3™ (Figura 21).

A expressao de Coup-TFI teve um aumento no 3° dia de diferenciagdo e no 5° dia
apresentou uma queda, no tratamento com PD (Figura 20A e E). Por outro lado, a expressdao
de Coup-TFII apresentou uma pequena diminui¢do em ambos os dias, porém nao € significativo

(Figura 20A e E).

Em relagdo aos genes de pluripoténcia, o tratamento com PD nao afetou a expressao
de Oct4 no 3° dia, porém aumentou a expressao de Nanog no 3° dia e de ambos os genes no 5°

dia de diferenciacao (Figura 20B e F).

A expressao de BrachyuryT apresentou uma queda no 3° dia de diferenciacao
(Figura 20C), comparada com o grupo controle, mas um aumento desta expressao no 5° dia de
diferenciagdo (Figura 20G). Pax6 e SoxI aumentaram em ambos os dias analisados, com o

tratamento com PD (Figura 20C e G).

No que diz respeito aos marcadores de endoderme, Gata6 e Foxa2, o efeito do
tratamento com PD foi negativo em ambos os dias analisados, enquanto que a expressao de
Sox17 ndo foi alterada no 3° dia e sofreu uma reducao no 5° dia de diferenciacdo (Figura 20 D

e H).



99

>

Dia 3 Dia 5

= M

[*]
1
(4]

1

Hl Controle
PD

—
—

-
L
=
o

L

T

Expressao Génica Relativa

Expressdo Génica Relativa

=
[

T T 0.0 T T
Coup-TFI Coup-TFI Coup-TFI Coup-TFI

Dia 3 F Dia 5

b
=
]

Hm Controle

8- T T PD

—

Expressao Genica Relativa
[ =] -
wn =
Expressao Genica Relativa
[=1]

(=]
=
1

Oct4 Nanog Octd Nanog

(@]
N}

Dia 3 Dia 5

L]
1

Bl Controle
PD

—
*

)
L

LX)
L

= . .

BracT Pax6 Sox1 BracT Pax6 Sox1

Expressdo Génica Relativa
—
Expressao Genica Relativa
-
|

'?-'.'

o

Dia 3

I

Dia 5

(¥}
H

El Controle

I PD

*
o ke
wkdk T wkdk -+
- -
T T T T T T

Foxa2 Sox17 GataG Foxa2 Sox17 GataG

r
M
-y
=

Expressao Genica Relativa

=
B

Expressao Génica
=
n

=
=

Figura 20: Analise da expressao génica relativa de corpos embridides com 3 e 5 dias de diferenciacao nos
grupos Controle e tratados com PD. A e E: expressao de Coup-TFI e Coup-TFII nos dias 3 e 5 de diferenciagdo.
C e G: expressdo de Brachyury-T, Pax6 e SoxI nos dias 3 e 5 de diferenciac@o. D e H: expressdo de Foxa2, SoxI7
e Gatab6 nos dias 3 e 5 de diferenciagdo. N=3 experimentos independentes. Significancia p < 0,05 (¥), p<0,01 (**),
p< 0,001 (***), p< 0,0001 (*¥***). Test T. Média + SEM.
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Os resultados observados em CEs gerados com NaClOs (Figura 21) foram
semelhantes ao observado com PD. Coup-TFI apresentou um aumento em ambos os dias
analisados (Figura 21A e E), ao passo que Coup-TFII teve uma queda no 3° dia de
diferenciagdo, e no 5° dia, apresentou um aumento (Figura 21A e E). Porém essas alteracdes

nao foram significativas.

O tratamento com NaClO;™ reduziu a expressdo de Oct4 e aumentou a expressao de
Nanog no 3° dia, enquanto no 5° dia de diferenciagdo, tanto Oct4 quanto apresentaram um

aumento (Figura 21B e F).

A expressdo de BrachyuryT demonstrou o mesmo padrdo observado em CEs
gerados com PD: apresentou uma reducao da expressao no 3° dia (Figura 21C) mas um aumento
no 5° dia de diferenciagdo (Figura 21G). Assim como no tratamento com PD, CEs gerados com
NaClO3™ também resulta na ativacao da expressao de Pax6 e SoxI em ambos dias analisados

(Figura 21C e G), porém em niveis mais elevados.

Os marcadores endodérmicos, Gata6 e Foxa2, assim como demonstrado para o
tratamento com PD, diminuiram em ambos os dias analisados (Figura 21D e H), enquanto que
a expressdo de Sox/7 ndo foi alterada no 3° dia e sofreu uma reducao no 5° dia de diferenciagc@o

(Figura 21D e H).
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Figura 21: Analise da expressao génica relativa de corpos embridides com 3 e 5 dias de diferenciacio nos
grupos Controle e tratados com NaClOs. A e E: expressdo de Coup-TFI e Coup-TFII nos dias 3 e 5 de
diferenciagdo. C e G: expressdo de Brachyury-T, Pax6 e SoxI nos dias 3 e 5 de diferenciacdo. D e H: expressdo de
Foxa2, Sox17 e Gata6 nos dias 3 e 5 de diferenciacdo. N=3 experimentos independentes. Significancia p < 0,05
(*), p<0,01 (**), p< 0,001 (***), p< 0,0001 (****), Test T. Média + SEM.
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Analisamos também se houve alguma alteracio a nivel de proteina na expressao de
COUP-TFI e COUP-TFII e de BRACHYURY-T e FOXA2 através de imunofluorescéncia.
Para essa andlise selecionamos o dia 7 de diferenciacdo de CE para analisar a expressao de
COUP-TFI e COUP-TFII por ser um dia onde a expressao de ambos se encontra completamente
nuclear, facilitando assim as andlises de quantificacdo da intensidade de fluorescéncia (Figura

22) e 0 5° dia para analisar a expressio de BRACHYURY-T e FOXA?2 (Figura 23).

A Figura 22 evidencia CE com 7 dias do grupo controle (a — d), tratados com PD
(e —h) e tratados com NaClOs3" (i — ). A reducdo do conteddo protéico de COUP-TFI e COUP-
TFII é evidente, principalmente no grupo tratado com PD (Figura 22A f e g) quando
comparamos com o controle (Figura 22A b e c). Essa reducao também foi observada no grupo
com NaClOs5™ (Figura 22A j e k), porém nesse grupo os CE apresentaram uma alta taxa de morte
celular, como pode ser observado pelos fragmentos de nicleo (Figura 22A 1i, seta), o que nao

observamos nos CE tratados com PD e controle (Figura 22A e e a).

Os graficos da Figura 22B e C representam a quantificacdo da intensidade de
fluorescéncia de COUP-TFI e COUP-TFII nos dois tratamentos em relacdo ao grupo controle,
onde fica claro uma reduc¢io maior na expressao de ambos COUP-TFs em CE tratados com PD

do que com NaClOs".

Assim como observado por qPCR em tempo real, observamos uma reducio da
marcacdo para FOXA?2 no 5° dia de diferenciacdo em ambos tratamentos (Figura 23A fe j) em
relacdo ao grupo controle (Figura 23A b). Porém, em CE tratados com PD observamos algumas
poucas células expressando FOXA?2, ao contrario de CE tratados com NaClO3™ (Figura 23A f,
seta). Em relacdio a BRACHYURY-T, observamos um efeito contrario, sendo aumentada tanto
em CE tratados com NaClO3™ quanto com PD (Figura 23A h e ) em relagdo ao controle (Figura
23A c). Nao detectamos um grande aumento de morte celular no grupo com NaClO3’, como

observamos no 7° dia (Figura 22A 1).

Quantificacio da intensidade de fluorescéncia de FOXA2 e BRACHYURY-T nos
dois tratamentos em relagdo ao grupo controle demonstram uma redu¢do da marcacdo de

FOXA2 e aumento de BRACHYURY-T em CE tratados com PD e NaClO3" (Figura 23 B e C).
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Figura 22: Imunofluorescéncia representativa de CE com 7 dias de diferenciacao identificando a expressao
de COUP-TFI e COUP-TFII. A: CE do grupo controle (a —d), grupo tratado com PD (e — h) e grupo tratado com
NaClOjs (i —1). Barras: 50um. B e C: Quantificagdo da intensidade de fluorescéncia de COUP-TFI e COUP-TFII
nos grupos controle e tratados com PD e NaClOs , respectivamente. N=2 experimentos independentes.
Significincia p< 0,0001 (****), ANOVA. Média + SEM.
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Figura 23: Imunofluorescéncia representativa de CE com 5 dias de diferenciacao identificando a expressao
de FOXA2 e BRACHYURYT. A: CE do grupo controle (a — d), grupo tratado com PD (e — h) e grupo tratado
com NaClOz (i — 1). Barras: 50um. B e C: Quantificacdo da intensidade de fluorescéncia de FOXA2 e
BRACHYURYT nos grupos controle e tratados com PD e NaClOsz , respectivamente. N=2 experimentos
independentes. Significancia p< 0,0001 (****). ANOVA. Média + SEM.
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3.4 Discussao

No inicio do desenvolvimento embriondrio a sinalizacdo FGF € responsdvel por
coordenar a segregacao de células da massa celular interna em epiblasto e endoderme primitiva
(Morris et al., 2013; Yamanaka et al., 2010). Além disso, também € importante na aquisi¢ao de
destinos celulares do embrido durante a gastrulacio (Ciruna & Rossant, 2001; Tam & Loebel,

2007).

A auséncia da sinalizacdo FGF durante a segregacdo das células da massa celular
interna em epiblasto e endoderme primitiva, demonstra que apesar de ocorrer a ativagdo inicial
de GATAG6, SOX17 e PDGFRa nas células da massa celular interna no E3.5, essa expressao
ndo é mantida, bloqueando assim a formacao da endoderme primitiva (Yamanaka et al., 2010;

Krawchuk et al., 2013; Molotkov et al., 2017).

Ja durante a gastrulagdo embrides nocaute para Fgf8 e receptor de Fgfl apresentam
sérios problemas em decorréncia da ndo ativacdo de SNAIL, responsavel por reprimir E-
CADERINA, uma proteina de juncdo intercelular. A repressdo de E-CADERINA permite que
as células passem por uma transicao epitélio-mesénquima, migrem através da linha primitiva e
originem mesoderme e endoderme (Tam e Loebel, 2007). Como na auséncia de FGF8, ndo ha
expressao de SNAIL e ndo ocorre a repressdo de E-caderina, a migracdo das células que
originam esses dois folhetos é comprometida, resultando em uma desorganizacdo dos dominios
de expressao de marcadores como BrachyuryT (Yamaguchi et al., 1994; Sun et al., 1999; Oki
et al., 2010).

A inibi¢do de MEK/ERK através da utilizagdo de PD0325901 tem sido utilizada
para demonstrar a agdo da sinalizacdo FGF durante a migracdo das células da massa celular
interna para formar a endoderme primitiva e também durante o inicio da gastrulacdo (Yamanaka
et al., 2010; Oki et al., 2010). Além do PD0325901, o clorato de sédio (NaClO3"), também é
descrito por modular a sinalizacdo FGF durante o desenvolvimento in vivo e durante a
diferenciacdo de CTE (Oki et al., 2010; Lanner et al., 2010). O NaClO3™ atua na reducao da
sulfatagdo de proteoglicanos, o que pode bloquear a sinalizacdo FGF de duas formas. Uma delas
¢ impedindo a ligagcdo do ligante FGF com o seu respectivo receptor. A outra forma € nao
mantendo a estabilidade do complexo ligante-receptor, impedindo assim a ativacdo da

sinalizacdo FGF (Ornitz & Itoh, 2015; Brewer et al., 2016).
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Nossos resultados obtidos com a utilizacao tanto de PD0325901 quanto do NaClO3”
demonstrou um padrao de expressdo génica de fatores que estdo sendo direta ou indiretamente
controlados pela sinalizacdo FGF, muito similar com o j descrito anteriormente, tanto por meio
de nocaute génico, quanto com a utilizacao de bloqueadores dessa via (Sun et al., 1999; Lanner
et al., 2010; Oki et al., 2010; Yamanaka et al., 2010; Krawchuk et al., 2013; Molotkov et al.,
2017).

Os marcadores Foxa2, Sox17 e Gata6b expressos tanto na endoderme
extraembriondria como embriondria (definitiva) tiveram uma queda em suas expressoes, sendo
que a reducdo desses 3 fatores foi maior em estdgios mais tardios da diferenciagao,
principalmente para Sox/7. Esses dados confirmam que a sinalizacdo FGF € essencial para a
manuten¢do da expressdo desses marcadores, assim como ja descrito anteriormente (Y amanaka

et al., 2010; Kang et al., 2012).

Apesar de observarmos uma queda na expressao de BrachyuryT com o bloqueio da
sinalizacao FGF no 3° dia de diferenciacdo, no 5° dia observamos um efeito oposto, onde
BrachyuryT tende a aumentar tanto em nivel de expressdo génica quanto em nivel protéico.
Portanto, apesar do bloqueio de FGF afetar a ativacado inicial de BrachyuryT, como descrito
anteriormente (Sun, et al., 1999; Ciruna e Rossant, 2001; Lanner et al., 2010), a sinalizacdo de
FGF parece ter um efeito negativo sobre a expressdo de BrachyuryT em dias mais tardios da
diferenciacdo. Outra possibilidade seria de que algum mecanismo de compensacdo desta

ativacdo estd sendo induzido mediante o bloqueio da sinalizacao FGF.

No que diz respeito a aquisicdo de destinos neuroectodérmicos, a participacao de
FGF ¢ divergente. Alguns trabalhos demonstram que FGF atua como regulador negativo neural
(Sasaki et al., 2010; Jaroonwitchawan et al., 2016), enquanto outros trabalhos demonstram que
€ necessario uma pequena ativacdo de FGF para o inicio da aquisicdo de destinos neurais
(Stavridis et al., 2007). Nossos resultados demonstram o aumento na expressao de Pax6 e Sox1,
reafirmando que FGF estd atuando como regulador negativo nesse contexto, assim como
descritos por Willems e Leyns (2008) e Zheng et al., (2010) apds tratamentos de CTE com

inibidores da sinalizacdo FGF.

A auséncia da sinalizacio FGF € principalmente descrita por bloquear a
diferenciacdo endodérmica e manter a expressao de genes expressos no epiblasto pluripotente,

como Oct4 e Nanog (Kang et al., 2012; Molotkov et al., 2017; Lanner et al., 2010). De forma
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similar demonstramos em nosso trabalho que a expressdao de Oct4 e Nanog estd se mantendo

alta, principalmente em estdgios mais tardios da diferenciacg@o.

Os dados apresentados no primeiro e segundo capitulos desta tese sugerem a
participacdo de COUP-TFII nestes dois momentos do desenvolvimento que estamos focando e
que sdo controlados pela sinalizacdo FGF. Além do mais, recentemente a expressao de COUP-
TFII foi demonstrada ser induzida por FGF2 no contexto de diferenciacio de células

mesenquimais (Lee et al. 2016).

O bloqueio da sinaliza¢cdo FGF demonstrou um decréscimo na expressao de Coup-
TFI e Coup-TFII, tanto no modelo in vivo no E4.5 (Figura 19), quanto in vitro por meio da
diferenciacdo de CTE (Figura 22). O padrao que observamos na expressao de Coup-TFI e
Coup-TFII foi similar ao descrito para o bloqueio da sinalizacdo FGF em marcadores de
endoderme extraembriondria (Yamanaka et al., 2010, Kang et al., 2012, Molotkov et al., 2017).
Apesar de ndo influenciar a ativagdo inicial de Coup-TFI e Coup-TFII, como observado no 3°
dia de diferenciacdo em relagcdo a niveis de expressdo gé€nica, no 5° dia notamos um pequeno
decréscimo em ambos e no 7° dia a reduc@o de ambos a nivel protéico € bem evidente (Figuras
20 e 22). Esses resultados demonstram que assim como FGF atua na regulacao da manutengdo
da expressdo de genes expressos na endoderme extraembriondria, FGF também pode estar

controlando a expressao de Coup-TFI e Coup-TFII.

Desta forma, nossos dados sugerem que a utilizacdo de PD e NaClO3™ estd
influenciando a sinalizagdo FGF, comprovada pela similaridade dos nossos resultados com os
Jja descritos na literatura. O bloqueio dessa sinalizacdo durante a diferenciacdo de CTE inibe a
formacdo de endoderme embriondria (definitiva) e extraembriondria, inclusive diminuindo a
expressao de Coup-TFI e Coup-TFII in vivo e in vitro, ao passo que favorece a formacao de

mesoderme e ectoderme.

O fato de Coup-TFI e Coup-TFII serem regulados por FGF no inicio do
desenvolvimento apoia os resultados demonstrados neste trabalho, onde a ativacdo de ambos
Coup-TFs parece estar envolvida na correta especificagdo e manutencdo da endoderme
primitiva, a qual é controlada por FGF (Yamanaka et al., 2010; Morris et al., 2013). Nossos
resultados nos levam a sugerir que entre os E3.5 e E4.5, nas células que ja estao comprometidas
a se segregarem para formar a endoderme primitiva, Coup-TFI atuaria em conjunto com Gata4,
Gata6 e Sox17 no bloqueio de Oct4 e Nanog para que essas células sigam o destino de

endoderme primitiva. Paralelamente, Coup-TFII controlaria os niveis de expressdo de Gata4,
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Gata6 e Sox17, atuando como regulador negativo. Demonstramos também que apesar da
sinalizacdo FGF ndo ser importante para a ativacdo inicial de Coup-TFI e Coup-TFII, esse é
essencial para a manutencao da expressao de ambos, assim como também descritos para Gata4,

Gata6 e Sox17 (Yamanaka et al., 2010; Kang et al., 2012; Morris et al., 2013)

Além do mais, nossos resultados que descrevem tanto o aumento de mesoderme
como de neuroectoderme na auséncia de Coup-TFII, demonstrados no segundo capitulo desta
tese, estao de acordo com o observado por meio do bloqueio da sinalizagao FGF, que demonstra
0 mesmo padrdo de aumento de ambos, mesoderme (BrachyuruT) e ectoderme (Pax6 e Sox1).
Sendo assim, no cendrio de formacao dos trés folhetos germinativos que ocorre in vivo entre
E6.5 - E8.0, a sinalizacdo FGF estaria bloqueando a diferenciacdo tardia de mesoderme
(BrachyuryT) e ectoderme (Pax6 e Soxl), enquanto induz a especificacdo de endoderme
(Foxa2, Gata6 e Sox17), os quais por sua vez inibem a pluripoténcia (Oct4 e Nanog).
Paralelamente, FGF também ativa Coup-TFI e Coup-TFII. Enquanto COUP-TFI atua no
bloqueio da pluripoténcia, COUP-TFII também atua regulando negativamente BrachyuryT,
Pax6 e SoxI. Essas possiveis relacdes de regulacdo génica que discutimos de acordo com os
dados obtidos neste trabalho, juntamente com dados ja publicados, estdo ilustrados na Figura

24.

Entretanto ndo podemos inferir que o aumento de BrachyuryT e Pax6 observados
tanto com nocaute de Coup-TFII quanto com o bloqueio de FGF é em decorréncia da acao de
FGF sob a expressao de Coup-TFII. Os resultados observados com o bloqueio da sinalizagao
FGF na expressao de BrachyuryT e Pax6 foram muito mais drdsticos, comparados com 0s
demonstrados pelo nocaute de Coup-TFII. Para analisar se a redu¢cdo de BrachyuryT e Pax6
pela sinalizacdo FGF ndo € dependente de COUP-TFII, poderiamos, por exemplo, induzir a
expressdo de FGF, com a adicdo de FGF4 nas células nocautes para Coup-TFII. Com isso,
analisariamos se FGF na auséncia de Coup-TFII poderia inibir Pax6 e BrachyuryT. Um outro
teste seria superexpressar Coup-TFII em CTE tratadas com inibidores de FGF, nesse caso
analisariamos se o aumento de Coup-TFII € suficiente para inibir BrachyuryT e Pax6 na

auséncia de FGF.
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Figura 24: Esquema ilustrativo demonstrando a acdo da sinalizacdo FGF na expressio de Coup-TFI e
Coup-TFII durante a segregacao da endoderme primitiva E3.5 — E4.5 e gatrulacio E6.5 — E8.0. As células
que vio originar a endoderme primitiva sdo caracterizadas pela expressao de Gata4, Gata6 e Sox17, além de grande
quantidade de recetores Fgf (FGFr). Essa maior quantidade de FGFr presente nessas células, comparado com as
células do epiblasto, é responsavel pela manutencdo da expressdo de Gata4, Gata6, Sox17, Coup-TFI e Coup-TFIL.
Nesse contexto, Coup-TFI atuaria em conjunto com Gata4, Gata6 e Sox17 bloqueando a expressdo de Oct4 e
Nanog nas células da endoderme primitiva. Enquanto nas células do epiblasto, Oct4 e Nanog se mantém a niveis
elevados. Por outro lado, Coup-TFII atua na regulagc@o negativa de Gata4, Gata6 e Sox17 nas células da endoderme
primitiva. No cendrio da gastulagcdo, dia 5 da diferenciacdo de CTE, o qual corresponde ao E6.5 — E8.0 do
desenvolvimento, a sinaliza¢do Fgf atua na regulacéo positiva de Coup-TFI, Coup-TFII, além dos genes expressos
na endoderme (Foxa2, Gata6 e Sox17) e regula negativamente a expressdo de BracT, Pax6 e Sox1. Foxa2, Gata6
e Sox17 atuam juntamente com Coup-TFI no bloqueio da expressio de Oct4 e Nanog, marcadores de
pluripoténcia, enquanto Coup-TFII também atua bloqueando a expressdo de BracT e Pax6. Linhas pontilhadas
indicam possiveis rela¢des. Imagem adaptada de Kang et al., 2013.
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3.5 Conclusoes referente ao Capitulo 3

1) Nossos dados sugerem que a expressdo de Coup-TFI e Coup-TFII é regulada pela
sinalizacdo FGF durante a segregacao da endoderme primitiva in vivo e em estigios mais tardios

da diferenciacao in vitro.

2) No que diz respeito a expressao de marcadores do desenvolvimento, demonstramos que o
bloqueio da sinalizacdo FGF causa uma reducdo na diferenciacdo de endoderme, enquanto

potencializa a diferenciacdo de mesoderme e ectoderme.
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4. Conclusoes gerais

Em resumo os resultados apresentados neste trabalho adicionam dois novos
participantes na rede de regulacdo que controla a formag¢do da endoderme primitiva e a

gastrulacdao, como descrito detalhadamente na Figura 6 do Capitulo 3.

O esquema da Figura 25 recapitula as principais interacdes génicas que
demonstramos no nosso trabalho. Vimos que no E4.5 do desenvolvimento de camundongos a
sinalizacdo FGF regula positivamente a expressao de Coup-TFI e Coup-TFII (A e B). Coup-
TFI atua inibindo a expressdo de Oct4 e Nanog (A), ao passo que Coup-TFII atua regulando os
niveis de expressdo de Gata4, Gatab e Sox17(B). Esses resultados foram demonstrados nos
Capitulos 1 e 3 e sugerem a participacdo de ambos Coup-TFs durante a forma¢ao da endoderme

primitiva.

Utilizando o modelo de diferenciacdo de CTE por meio de CE, demonstramos que
no 3° dia de diferenciacio, a sinalizacado FGF ndo parece ter efeito na expressdo de Coup-TFII
(C, D e E), demonstrado no capitulo 3. Por outro lado, nesse mesmo dia, a sinalizacdo FGF atua
regulando positivamente a expressido de Gata6, Foxa2 (C) e BrachyuryT (D) e negativamente
a expressdo de Pax6 e Sox1 (F). Ainda no 3° dia de diferencia¢do observamos que Coup-TFII
regula negativamente Gata6, Sox17, Cxcr4, Pdgfra, Coup-TFI (C), BrachyuryT (D) e regula
positivamente a expressdo de LamB1 (E). Esses resultados foram demonstrados nos capitulos
2 e 3 e sugerem que Coup-TFI, Coup-TFII e FGF estdo relacionados com a formacdo da
endoderme primitiva in vitro e com o inicio da especificacdo da mesoderme, ectoderme e

endoderme.

Ja no 5° dia de diferenciagdo, a sinalizacdo FGF regula positivamente a expressao
de Coup-TFII (I). Assim como FGF, Coup-TFII atua na inibi¢do da expressdo de BrachyuryT
e Pax6 (I). Além disso, a sinalizacdo FGF inibe a expressdao de Oct4 e Nanog (G), enquanto
mantém a expressao de Gatab, Sox17 e Foxa2 (H). Esses resultados foram demonstrados nos
capitulos 2 e 3 e sugerem que tanto Coup-TFII quanto FGF atuam como reguladores negativos

da especificacdo de mesoderme e ectoderme.
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Figura 25: Esquema ilustrativo demonstrando as principais relagdes entre vias de sinaliza¢des e fatores obtidas
nesse trabalho in vivo, nos E3.5 — E4.5 e in vitro, nos dias 3 e 5 de diferenciacido de CTE.
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S. Consideracoes Finais

Os resultados obtidos neste trabalho adicionam novas informacdes na literatura que
auxiliam no completo entendimento de umas das principais etapas do inicio do
desenvolvimento embriondrio. A formacao do blastocisto, composto pela endoderme primitiva,
trofectoderma e epiblasto € essencial para o processo de implantacio do embrido no ttero
materno. O completo entendimento das etapas que levam a formacao do embrido nos permitird
compreender as possiveis falhas que ocorrem nesses estdgios iniciais, um periodo critico do

desenvolvimento, onde um grande nimero de erros ocorrem durante a implantacao.

Além disso, o estudo de genes que participam do processo de gastrulacao, essencial
para a formacgao do embrido, nos levam a identificar qual a possivel causa de ma formagdes que

ocorrem no inicio da especificagdo celular.

Aliado a isso, o estudo do desenvolvimento por meio da diferenciagdo com CE,
apesar de ter algumas limita¢des, comparado com o modelo in vivo, demonstram como essas
estruturas podem ser utilizadas como um modelo alternativo ao uso de animais em laboratdrio,

principalmente em relacdo a andlise de interagOes génicas.
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