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Resumo 1

1. RESUMO

Este trabalho teve como objetivo estudar pardmetros da biologia espermatogonial de
camundongos empregando animais mutantes Utp14b**". Estes animais possuem periodo
de puberdade com espermatogénese normal, mas, na idade adulta, apresentam falha no
processo de diferenciagdo espermatogonial, tornando-se azoospérmicos. Além disto, €
sabido que quando os testiculos azoospérmicos destes animais sdo experimentalmente
posicionados na cavidade abdominal, o aumento da temperatura reestabelece a
diferenciacdo espermatogonial. Utilizando este animal como modelo experimental, estudou-
se, no presente trabalho, as alteracdes da cinética espermatogonial, tais como (a) nimero
de espermatogbnias e de suas (b) mitoses e (c) apoptoses, bem como a (d) morfologia
destas células, de forma comparativa entre animais heterozigotos e mutantes jsd em relacdo
aos efeitos da temperatura, apdés um periodo de criptorquidismo experimental de sete dias.
Estes parametros foram avaliados utilizando a técnica de microscopia de luz de alta
resolucdo onde os testiculos foram fixados com glutaraldeido/ésmio, incluidos em resina
alraldite, cortados com 1um de espessura e corados com azul de toluidina-borato de sodio.
Verificou-se que o criptorquidismo experimental provocou alterag6es morfologicas nucleares
nas espermatogdnias dos camundongos heterozigotos jsd*, que sdo fenotipicamente
normais, e acentua as alteracdes dos animais mutantes jsd”. Observou-se também que o
criptorquidismo experimental por sete dias afetou principalmente as espermatog6nias
indiferenciadas visto que em relacéo a cinética dos outros tipos espermatogoniais (A; a B) o
namero foi proporcionalmente reduzido. O criptorquidismo atuou de forma diferente sobre a
proliferacdo das espermatogdnias nos camundongos estudados, enquanto nos jsd*" inibiu,
nos jsd” estimulou as mitoses espermatogoniais, sendo capaz de restaurar 0 processo
espermatogénico. Neste Ultimo caso, detectou-se um aumento do numero de
espermatogénias indiferenciadas nos testiculos de animais jsd”, com um progressivo
aumento do numero de espermatogbnias a partir daguelas do tipo As. Verificou-se que
existem duas populacdes de espermatogbdnias Ai,q Nos camundongos heterozigotos que sao
sensiveis, de forma diferente, ao aumento da temperatura pelo criptorquidismo: aquelas sem
vacuolos nucleares, que reduzem seu numero ap6s o criptorquidismo, e aquelas com
vacuolos nucleares que mantém o mesmo nimero mesmo quando o testiculo é colocado
dentro da cavidade abdominal. Isto sugere que nos camundongos heterozigotos as
espermatogbnias Ay com vacuolo nucleares sdo células numa fase do ciclo celular
refrataria aos efeitos da temperatura ou uma populagdo espermatogonial diferente daquela

sem vacuolo.
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ABSTRACT

This study evaluated parameters of the spermatogonial biology in Utp14b**" mutant mice.
Up puberty the spermatogenic process is normal but in adulthood spermatogonial
differentiation fail becoming the mice azoospermic. Moreover, it is known that when the
testicles of azoospermic animals are experimentally placed in the abdominal cavity, the
temperature increases and restore spermatogonial differentiation. Using this mutant mouse
as an experimental model, we evaluated in the present study changes in spermatogonial
kinetic such as (a) number of spermatogonia and their (b) mitosis and (c) apoptosis, as well
as (d) morphology of cells, comparing heterozygous and jsd mutant mice and the effects of
temperature, after 7 days of experimental cryptorchidism. These morphological and
morphometric evaluations were taken using high resolution light microscopy method, where
the testes were fixed with glutaraldehyde / osmium, embedded in alraldite resin cut with 1um
of thickness and stained with toluidine blue-sodium borate. It was observed that experimental
cryptorchidism causes nuclear morphological changes in spermatogonia of jsd+/-, mice,
which are phenotypically normal, and emphasizes the morphological alteration in jsd mutant
mice. It was also observed that the experimental cryptorchidism for 7 days mainly affected
undifferentiated spermatogonia as compared to the kinetics of other spermatogonial types
(from Al to B) in which their number was proportionally reduced. It was seen that the
cryptorchidism acted differently on the spermatogonial proliferation, that is, whereas in jsd*"
inhibited in jsd” mutant mice stimulated spermatogonial mitosis, being able to restore the
spermatogenic process. In jsd mutant mice, the higher teticular temperature increases the
number of undifferentiated spermatogonia with a progressive increases of the
spermatogonial number from type Az spermatogonia. It was observed in heterozygous mice
the presence of two type Aig Spermatogonia populations concern their sensitive to the
testicular temperature, caused by cryptorchidism: those without nuclear vacuoles that reduce
their number after cryptorchidism and those with nuclear vacuoles that maintains the same
number even when the testicle is placed inside the abdominal cavity. This found suggests
that in heterozygous mice type Aig spermatogonia with nuclear vacuole either are in a
phase of cell cycle refractory for the temperature effects or they are a spermatogonial

population different from those without nuclear vacuoles.
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2. INTRODUCAO E OBJETIVOS

Os camundongos machos mutantes Utpl4b™™ sdo azoospérmicos ou estéreis
(Ohta, et al., 2001, Shetty, et al., 2001 e Shetty & Weng, 2004). A primeira onda
espermatogénica desses animais € normal, com formacdo de espermatozéides em torno
dos 40 dias de idade, ocorrendo apos esse periodo falha no processo de diferenciacédo das
espermatogonias do tipo A (de Rooij et al., 1999). Portanto, este animal vem sendo utilizado
em estudos pelo fato de ser um sistema azoospérmico geneticamente determinado, sendo
atil para o entendimento de mecanismos do processo espermatogénico. (Ohta, et al., 2001).

Atualmente, tem sido utilizada com sucesso pelo nosso grupo de pesquisa, em varios
estudos, a técnica de microscopia de luz de alta resolu¢cdo (MLAR), que torna possivel a
identificacdo morfolégica com precisdo dos diferentes tipos espermatogoniais, permitindo
estudos morfoldgicos confiaveis de varios parametros de sua biologia, mesmo quando feito
por diferentes observadores (Chiarini-Garcia & Russell, 2001; Chiarini-Garcia et al., 2003;
Drumonnd et al.,, 2006; Bolden-Tiller et al., 2007; Chiarini-Garcia & Meistrich, 2008;
Nascimento et al., 2008; Chiarini-Garcia et al., 2009.

Foram vérios os estudos desenvolvidos até 0 momento que utilizaram o camundongo
jsd como modelo. Dentre eles, pode-se citar aquele que descreveu esta mutacdo (Beamer et
al, 1988), outros que estudaram a capacidade dos tubulos seminiferos jsd de suportarem a
espermatogénese de células transplantadas (Boettger-Tong et al., 2000; Ohta et al., 2001),
aqueles que avaliaram os efeitos da testosterona na diferenciacdo espermatogonial no
animal mutante jsd (Shetty et al., 2001; Tohda et al., 2001), os que estudaram os efeitos do
criptorquidismo experimental nesta mutacdo (de Rooij et al., 1999; Shinohara et al., 2000;
Shetty & Weng, 2004) e, finalmente, um trabalho que avalia os efeitos desta mutacéo sobre
a cinética das espermatogbnias de camundongos de diferentes linhagens (Bolden-Tiller et
al., 2007). No entanto, nenhum destes estudos teve como objetivo avaliar detalhadamente
parametros sobre a biologia espermatogonial nesta condicdo de mutacdo. Diante do
exposto, propusemos neste trabalho estudar, de forma comparativa e utilizando a MLAR

como método de avaliacdo, a biologia espermatogonial dos camundongos heterozigotos
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(Utp14b™™*"), fenotipicamente normais, com a de camundongos mutantes (Utp14b™*") sob

condi¢des normais de temperatura testicular e apos o criptorquidismo experimental.
2.1 Objetivo Geral

Comparar, sob condi¢cdes normais de temperatura testicular e apés criptorquidismo
experimental, a morfologia e a cinética dos diferentes tipos de espermatogbnias

pisd+-

indiferenciadas e diferenciadas de camundongos heterozigotos Utpl14 com a morfologia

e cinética das espermatogdnias de camundongos mutantes Utpl4b*™* como modelo
experimental na tentativa de melhor entender processos morfofisioldgicos relacionados com

a biologia espermatogonial.

2.2 Objetivos Especificos

pisd+-

Os objetivos especificos, sempre comparando os camundongos Utpl4 com os

camundongos mutantes Utp14b®™*", foram os seguintes:

1. Determinar, sob MLAR, a morfologia dos diversos tipos espermatogoniais presentes
nos diferentes estadios do ciclo do epitélio seminifero destes camundongos, quando
sob condicdes normais de temperatura testicular e apos o criptorquidismo
experimental.

2. Determinar a cinética dos diferentes tipos espermatogoniais quanto ao seu niamero e
o de suas mitoses e apoptoses nos diferentes estadios do ciclo do epitélio seminifero
destes camundongos, em condigbes normais de temperatura testicular e apdés

criptorquidismo experimental.
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3. REVISAO DE LITERATURA

3.1. Estrutura testicular

O testiculo é um 6rgdo com funcdes exdcrinas e enddcrinas, revestido externamente
por uma capsula de tecido conjuntivo denso, a tunica albuginea, de onde partem septos de
tecido conjuntivo frouxo para o interior do mesmo. Estes septos se convergem numa regido
denominada mediastino e dividem os testiculos em lobulos. Os l6bulos testiculares séo
constituidos por dois compartimentos: o intertubular e o tubular (Russell et al., 1990).

No compartimento intertubular , encontramos vasos sanguineos, vasos linfaticos e
nervos, além de células de Leydig e células do tecido conjuntivo, dentre as quais destacam-
se 0s macréfagos e 0s mastocitos. As células de Leydig localizam-se nos espacos
angulosos entre os tubulos seminiferos e, com freqiéncia, encontram-se associadas a
vasos sanguineos. Estas células, normalmente de forma poliédrica, possuem grande
guantidade de reticulo endoplasmatico liso que esta relacionada com a sua capacidade de
produzir hormdnios esterdides, principalmente a testosterona, que atua no aparecimento de
caracteres sexuais secunddrios e manutengcdo da espermatogénese nos animais
sexualmente maduros (Sharpe, 1994).

Os tabulos seminiferos, que constituem o compartimento tubular , sdo formados
pela tlnica propria, epitélio seminifero e limen. Internamente a tunica prépria encontra-se
um epitélio estratificado altamente complexo e especializado, denominado epitélio
seminifero. Este epitélio € constituido por duas populacdes celulares: (1) uma populagéo de
células somaticas, as células de Sertoli; e (2) uma populacdo de células germinativas, que
se multiplicam e se diferenciam migrando progressivamente da base do epitélio em direcdo
ao lumen (Russell et al., 1990).

As células de Sertoli séo colunares e associam-se extensivamente umas as outras,
através de juncdes de oclusdo, compartimentalizando o epitélio seminifero e constituindo a
base morfoldgica e funcional da barreira de célula de Sertoli ou hematotesticular. Esta

barreira forma dois compartimentos no epitélio seminifero, (a) o compartimento basal e (b) o
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compartimento adluminal. Desta forma, as células de Sertoli desenvolvem um
microambiente com func¢des de sustentacdo, secrecdo, absorcao, fagocitose, que controlam
a diferenciacdo das células germinativas (Franca & Chiarini-Garcia, 2005).

As células germinativas constituem-se de geragdes sucessivas de células, dispostas
em camadas concéntricas bem definidas no epitélio seminifero que sofrem mitose, meiose,
apoptose e diferenciacdo celulares constituindo um evento bioldgico altamente eficiente
denominado espermatogénese . As células germinativas mais jovens sdo as
espermatogonias, localizadas no compartimento basal do epitélio seminifero. Logo acima,
no compartimento adluminal, estdo presentes os espermatécitos primarios, em varias fases
de evolucdo da meiose e por fim, as espermatides arredondadas e alongadas (Russell et al.,
1990).

3.2. Fases do processo espermatogénico

A espermatogénese € um processo ciclico altamente organizado que ocorre nos
tubulos seminiferos, onde as espermatogoénias dipléides, apds uma série de eventos, dao
origem as células haploides maduras, denominadas espermatozéides. A formacédo desta
célula marca o inicio da puberdade masculina e é muito variavel entre as espécies. Por
exemplo, enquanto os camundongos e ratos entram na puberdade com 37 e 50 dias,
respectivamente, o homem demora de 12 a 13 anos.

Baseado em consideracdes funcionais, a espermatogénese pode ser dividida em trés
fases (Russell et al., 1990): (1) fase proliferativa ou espermatogonial , na qual as
espermatogdnias passam por sucessivas e rapidas divisées mitéticas; (2) fase meidtica ou
espermatocitogénica , onde o material genético é duplicado, recombinado e segregado,
sendo esta fase muito importante para a diversidade genética entre os membros da mesma
espécie; (3) fase espermiogénica ou de diferenciacdo , na qual células hapldides, as
espermatides, se transformam em células altamente especializadas e estruturalmente
equipadas para alcancar e fertilizar os ovdcitos.

Embora a organizacao geral da espermatogénese seja essencialmente a mesma em
todos os mamiferos, existem caracteristicas particulares relacionadas com o numero de
geracbes espermatogoniais e os aspectos morfoldgicos das células germinativas presentes
nas varias fases do processo espermatogénico entre as diferentes espécies.

Nos tubulos seminiferos de animais sexualmente maduros, as células germinativas
ndo estao distribuidas ao acaso, mas organizadas numa série bem definida de associacdes
celulares, denominadas estadios, ordenados de modo espécie-especifico (Russell et al.,
1990) e constituindo o ciclo do epitélio seminifero. O critério mais comumente utilizado para

separar as associagfes celulares utiliza a evolugdo do nucleo da espermétide e de sua
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vesicula acrossbmica desde a formacdo destas células hapléides até a espermiacao
(Russell et al., 1990). O numero de estadios que constituem o ciclo do epitélio seminifero é
variado para cada espécie sendo que, por exemplo, para camundongos o ciclo do epitélio
seminifero é dividido em XlI estadios (Fig. 1) enquanto para os ratos 0 mesmo possui XIV
estadios (Leblond & Clermont, 1952; Russell et al., 1990) e para o homem VI estadios
(Clermont, 1963).

I I ] v vV Vi Vil Vil IX X Xl Xl Estadio epitelial
13 14 14 15 15 15 16 1- Espermatides
1 2 3 4 5 [ 7 8 9 10 1 12 | Espermatides
ple|p|e|p |p|p|p|p |p | p [P sci

Meidtica Espermatécitos
prel o=

prelL | prel L L Z z P Espermatécitos

A3 Espermatogonias
/ b atem A2~m Diferenciadas

A-al | A-al | A-al | A-al | A-al | A-al | A-al | (A-al)|{A-al} | (A-al) | (A-al}| (A-al)

S i

A-pr | A-pr | A-pr| A-pr | A-pr A:pr A-pr | A-pr | A-pr | A-pr | A-pr | A-pr Espermatogbnias

h h h h h h Indiferenciadas

Ais | Ais | Ais | Ais | Ais | Ais | Ais | Ais | Ais | Ais | Ais | Ais

Figura 1. Diagrama mostrando as associag8es celulares durante os Xl estadios do ciclo do epitélio seminifero
de camundongos. As espermatogdnias Aisoladas (Ais), Apareadas (Apr) € Aainhadas (Aa) S80 aquelas consideradas
indiferenciadas, que estdo presentes em todos os estadios do ciclo e que se dividem entre os estadios X e I
(setas entre as células). As espermatogbnias do tipo A diferenciadas (A1, Az, Az e Ay) estdo presentes e se
dividem (m, mitose) em estadios especificos do ciclo. Os espermatdcitos formados vao passar pelas fases da
meiose (preL, pre-leptéteno; L, leptéteno; Z, zigéteno; P, paquiteno; D, dipléteno) e pelas 16 etapas de
diferenciacdo das espermatides (nimeros arabicos). Os tipos celulares presentes na mesma coluna sao sempre
encontrados juntos e constituem um estadio do ciclo (adaptado de Rooij, 1998).

3.3. Morfofisiologia Espermatogonial

A espermatogénese tem inicio com a divisdo das espermatogbnias-tronco. Em
média, uma espermatogbnia passa por uma série de nove a onze divisdes mitdticas antes
de se diferenciar em espermatdcitos. Estes, por sua vez, sofrem duas divisbes meioticas
para formar as espermatides. Desta forma, a partir de apenas uma espermatogénia-tronco
pode-se formar, teoricamente, até 4.096 espermatozéides (Russell at al., 1990). Nos
animais sexualmente maduros, as espermatogbnias podem ser classificadas em dois
grupos: espermatogébnias indiferenciadas (imaturas) e diferenciadas (maduras) (de Rooij,
1998; de Rooij & Grootegoed, 1998; de Rooij & Russell, 2000). No primeiro grupo

encontram-se as espermatogbnias A isoladas (As) também denominadas de
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espermatogonias-tronco, as espermatogonias A pareadas (A,) e as espermatogonias A
alinhadas (A,). No segundo grupo sdo observadas as espermatogdnias do tipo A
diferenciadas (A1, Az, Az e Ay), intermediarias (In) e espermatog6nias do tipo B. O esquema
a seguir (Fig. 2) ilustra a possivel constituicdo de diferentes clones no camundongo desde a
espermatogonia A isolada (A;) até a ultima geracdo de espermatogdnia, do tipo B (de Rooij
& Russell, 2000; de Rooij, 2001). O numero de geracfes de espermatogdnias diferenciadas
varia nas diversas espécies de mamiferos. Entretanto, este numero geralmente né&o
ultrapassa seis geracdes (Russell et al.,, 1990; de Rooij & Grootegoed, 1998; Franca &
Russell, 1998).

{

Ais P Ay P Ay (Aga, » Aas P Agae) > A1 A Az A INP B

Figura 2. Divisdes mitdticas (cabegas-de-seta preta) de cada um dos diferentes tipos de espermatogOnias da
fase proliferativa ou espermatogonial de camundongos. S&o aproximadamente 9 divisbes que vao formar, a partir
de uma Ais, em torno de 1024 espermatogdnias do tipo B. As espermatogfnias Ais sdo as células-tronco do
processo espermatogénico e, desta forma, tém a capacidade de se auto-renovarem (seta curva). Entre as Ay €
A; (seta clara) ndo ocorre divisdo e sim diferenciacéo celular.

A caracterizacdo morfologica das espermatogbnias A até pouco tempo atrds era
bastante precéria (Clermont & Bustos-Obregon, 1968; Oakberg, 1971; Huckins & Oakberg,
1978), devido a baixa resolucao das ilustracdes e a ndo adequada preservacao dos tecidos.
Estes fatores dificultavam a diferenciacdo com precisdo de detalhes morfolégicos das
espermatogonias, principalmente daquelas do tipo A;-A;, mostrando que as mesmas
possuiam particularidades. No entanto, estudos recentes em camundongos (Chiarini-Garcia
& Russell, 2001), ratos (Chiarini-Garcia et al., 2003), hamsters (Nascimento et al., 2008) e
jumentos (Chiarini-Garcia et al., 2009) demonstraram ser possivel caracterizar
morfologicamente e com seguranca, 0s varios tipos de espermatogonias A (Fig. 3), através
de uma técnica conhecida como microscopia de luz de alta resolu¢do (Chiarini-Garcia &
Meistrich, 2008). Esta técnica consiste na alta qualidade de fixagdo e inclusdo dos
testiculos, aliado a pequena espessura das secgdes histoldgicas (1 pum). A possibilidade de
diferenciar morfologicamente estes tipos celulares entre si permitiu o estudo do
posicionamento destas células no perimetro dos tubulos seminiferos. Estudos neste sentido
demonstraram, pela primeira vez, que as espermatogbnias indiferenciadas estédo
posicionadas em locais especificos nos tubulos seminiferos denominados de nichos
espermatogoniais. Estes nichos foram identificados em camundongos (Chiarini-Garcia et al.,
2001), ratos (Chiarini-Garcia et al., 2003), hamsters (Nascimento et al., 2008) e jumentos
(Chiarini-Garcia et al., 2009).
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Figura 3. Detalhes morfoldgicos, sob microscopia de luz de alta resolucéo, dos nucleos das diferentes geracdes
de espermatogbnias de golden hamsters. Aung, €spermatogbnias do tipo A indiferenciadas; A1, Az e, As,
espermatogdnias do tipo A diferenciadas; In, espermatogdnias intermediarias; B, espermatog6nias do tipo B.
(adaptado de Nascimento et al., 2008).

3.4. Cinética espermatogonial

O uso dos estédios do ciclo do epitélio seminifero € de grande valia para o estudo da
cinética das células germinativas, inclusive das espermatogobnias, pois permite investigar
dentro de determinadas areas, a dindmica, a progressao e a expansao destas células em
um determinado tempo. Em camundongos, por exemplo, as divisbes de As-A, ocorrem em
qualquer estadio do ciclo do epitélio seminifero enquanto na formacdo de A; ndo ocorre
divisdo mitética e sim diferenciacdo celular das espermatogbnias do tipo A, para A;, em
estadio especifico do ciclo espermatogénico. Uma vez que as espermatog6nias do tipo A;
tenham sido formadas, as divisdes subsequientes das mesmas sao sincronizadas, ocorrendo
em estadios especificos do ciclo do epitélio seminifero. Por exemplo, as espermatogbnias A;
dividem-se para formar A, no estadio IX, estas por sua vez formam as espermatogénias As
no estadio Xl, sendo finalmente as espermatogdnias A, formadas no estadio | do préximo
ciclo. Estas dltimas se dividem em espermatogbnias intermediarias (In) nos estadios Il-1l,
dando origem as espermatogénias do tipo B no estadio IV (de Rooij, 1998).

No passado, os diferentes tipos de espermatogdnias de camundongos ndo eram
facilmente caracterizados morfologicamente, tampouco existiam marcadores especificos
para estas células. No entanto, sabendo que os diferentes tipos de espermatogbnias A
estavam presentes em estadios especificos, os mesmos podiam ser identificados de forma
indireta. Por exemplo, numa secgéo transversal de tdabulo seminifero de camundongos no

estadio XII podem ser observadas as espermatogonias do tipo A Ay Ay (presentes em
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todos os estadios, embora em nimero pequeno) e as espermatogoénias do tipo A;. Hoje, com
0 uso de MLAR (Chiarini-Garcia e Meistrich, 2008), é possivel identificar essas células
independente dos estadios onde ndo existe espermatogénese completa ou onde os estadios
do ciclo do epitélio seminifero ndo podem ser identificados, como em animais pré-puberes
(Drumond et al., 2006) e em animais mutantes jsd (Bolden-Tiller et al., 2007).

A producédo espermatica de uma espécie depende de varios fatores. O numero total
de espermatozéides por dia é resultado de um balanco entre producdo clonal de
espermatogobnias através de mitoses e das esperméatides através da meiose em relacao as
mortes celulares por apoptoses. Desta forma, para que a producdo espermatica seja a
esperada para uma determinada espécie, € necessario um balanco fisiologicamente
controlado entre producdo e morte celular, conhecido como controle da regulacdo
dependente da densidade espermatogonial (de Rooij & Janseen, 1987; de Rooij & Lok,
1987). Este controle é coordenado por genes da familia Bcl-2 onde, dentre eles, o gene Bax
que é conhecidamente pré-apotético, enquanto o Bcl-x, é anti-apoptético. De fato, em
camundongos transgénicos com auséncia do gene Bax (Bax-knockout), as espermatogbnias
diferenciadas dos tipos A, e A; ndo sofrem apoptose quando deveriam, levando a uma
superpopulacdo destes tipos espermatogoniais. Este fato provoca alteragdes funcionais na
barreira de células de Sertoli, pois estas células se tornam incapazes de dar suporte a esta
superpopulacédo de espermatogonias levando a morte essas células, independente do gene
Bax, causando expressiva atrofia testicular em camundongos adultos deficientes em Bax
(Russell et al., 2002).

3.5. Mutacgéo jsd — Juvenile Spermatogonial Depletion

O modelo infértii de camundongo, conhecido como juvenile espermatogonial
depletion (deplecédo juvenil das espermatogdnias) — jsd, possui uma mutacdo génica
(Utpl4b) no cromossomo 1 e foi estabelecido, inicialmente, pelo cruzamento das linhagens
C3H x B6-HB129, gerando um hibrido C3H-B6-HB129, no Jackson Laboratory em 1985. Os
machos heterozigotos e as fémeas heterozigotas e homozigotas sao férteis, porém machos
adultos homozigotos para o gene mutante Utp14b”™® sdo azoospérmicos ou estéreis (Beamer
et al. 1988; Ohta, et al., 2001, Shetty, et al., 2001 e Shetty & Weng, 2004). Estudo recente
demonstrou que a gravidade desta mutagdo é dependente da linhagem do camundongo. Na
linhagem B6 os efeitos foram mais severos que naqueles da linhagem C3H (Bolden-Tiller et
al., 2007).

A mutacdo jsd no camundongo, foi mapeada na regido 0.4-cM do cromossomo 1
onde sédo encontrados apenas 2 genes em camundongos e humanos: Acsl3 e Kcne4d. A

diferenca na sequéncia gendmica entre o tipo selvagem e o animal mutante, onde a
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mutagao ocorre espontaneamente, € na sequéncia ORF2.3, nos nucleotideos 306-307, onde
o dinucleotideo GC no cromossomo selvagem foi substituido pelo hexanucleotideo CTTTTC
no mutante. A auséncia de outras diferencas substanciais no restante da sequéncia génica
indica que a mutacdo GC—CTTTTC em ORF2.3 causa a falha observada no processo
espermatogénico jsd/jsd em camundongos do sexo masculino. Desta forma, transplante de
espermatogonias do tipo selvagem em testiculos de camundongos mutantes jsd é capaz de
restaurar a espermatogénese pois, ORF2.3 é transcrita nos testiculos mutantes pelas
células selvagens. A andlise comparativa da seqiéncia do cDNA contendo ORF2.3 e a
sequéncia de DNA gendmico, identificou dois exons 5' ndo traduzida em Acsl3. O gene que
contém ambos ORF2.3 e exons 5’ ndo traduzidos sdo chamados de Utpl4b. (Bradley et al.,
2004).

Andlise de expressdo do mUtpl4b mostra que ele é ativo nas células germinativas do
testiculo, do zigéteno até espermatides arredondadas, enquanto  que
0 mUtplda € ativo normalmente em tecidos somaticos e pode ser expresso em
espermatides arredondadas. A deplecdo das proteinas UTP impede a producdo de 18S
rRNA, o que leva a morte celular. Em homozigotos jsd, onde falta uma cépia funcional do
Utpl4b, a producdo insuficiente de rRNA rapidamente leva a cessagdo da
espermatogénese. (Rohozinski & Bishop, 2004).

Os animais Utpl4b™*" tém sua primeira onda espermatogénica normal, com
formacéo de espermatozéides em torno dos 40 dias de idade, ocorrendo apos esse periodo,
falha no processo de diferenciacdo das espermatogdnias do tipo A (Beamer et al. 1988; de
Rooij et al., 1999). Em conseqiéncia disso, com 8 semanas de idade sdo encontradas
apenas espermatogoénias indiferenciadas (Kojima et al., 1997) (cerca de 80% do total) c-kit
negativas (Ohta et al., 2001) e células de Sertoli nos tubulos seminiferos (Kojima et al.,
1997). O processo espermatogénico ndo ocorre nos animais adultos, de forma que nos
tubulos seminiferos desses animais existem, dentre as células germinativas, apenas as
espermatogOnias (de Rooij et al., 1999).

Em testiculos de camundongos imaturos (cerca de 10-20 dias de idade), o nivel de
testosterona é muito baixo, aumentando gradualmente ap6s a migracao dos testiculos para
0 escroto, que ocorre entre a 22 e 32 semanas nesta espécie. A elevacdo nos niveis de
testosterona inibe a diferenciacdo espermatogonial em camundongos Utpl4bs%”
acarretando a degeneracdo espermatogonial apdés a chegada do testiculo no escroto.
Quando os camundongos fenotipicamente mutantes Utp14b**" sdo submetidos & supresséo
total de andrégenos (Shetty et al., 2001 e Tohda et al., 2001) ou ao criptorquidismo (Shetty
& Weng, 2004), o processo espermatogénico é inesperadamente restaurado.

A técnica de transplante nos permite avaliar a capacidade de proliferacdo e

diferenciacdo das espermatogbnias. Os componentes somaticos e o ambiente hormonal do
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tibulo seminifero de animais mutantes Utp14b**" sdo capazes de suportar o processo
espermatogénico de espermatogoénias transplantadas de individuos normais (Boettger et al.,
2000 e Ohta et al., 2001). Porém, espermatog6nias de individuos Utp14b™* continuam
sendo incapazes de prosseguir no processo espermatogénico quando transplantadas para
tubulos seminiferos de animais normais. Estes estudos comprovam que a mutagcdo afeta
apenas as espermatogdnias em seu processo de diferenciacdo (de A; a B), ndo afetando,
porém o processo de proliferacdo das espermatogonias indiferenciadas e a capacidade do
microambiente destes animais de suportar o desenvolvimento das células germinativas
(Ohta, et al., 2001).

Podemos encontrar nos tibulos seminiferos de individuos Utp14b'®"

, populacéo
normal de células de Sertoli e espermatogonias indiferenciadas do tipo A (Aing = As, Ay €
Aa). Aproximadamente 65% destas espermatogdnias Ai,q apresentam nos animais mutantes
vacuolos nucleares, maiores e mais numerosos se comparados ao animal normal,
constituidos por uma é&rea de baixa densidade de acidos nucléicos e proteinas, ndo
delimitada por membrana (Bolden-Tiller et al., 2007). Em camundongos Utpl4b™" os
vacuolos sé sdo encontrados em espermatogonias indiferenciadas tipo A, assim como em
camundongos adultos normais (Chiarini-Garcia & Russel, 2001), enquanto nos Utp14b*®"
pode-se observar que varios ndcleos com vacuolos tém um nucléolo tipico de
espermatogonias dos tipos A,-A4, em contraste ao nucléolo compacto da espermatogénia
indiferenciada tipo A. Algumas dessas células possuem um nucleo grande com vacuolo,
muita heterocromatina e aparentemente encontra-se em processo degenerativo (Bolden-

Tiller et al., 2007).

3.6. Efeitos da temperatura sobre o testiculo

O aumento da temperatura testicular pode ser causado pela elevacdo da
temperatura ambiente ou pelo reposicionamento dos testiculos na cavidade abdominal
(criptorquidismo experimental). As alteracdes histoldgicas produzidas no epitélio seminifero
pelo criptorquidismo experimental sdo similares as produzidas pelo aguecimento natural do
ambiente (Meistrich et al., 1973).

Mudancas morfolégicas apdés o criptorquidismo experimental tém sido
extensivamente estudadas (Clegg, 1961; Leeson & Leeson, 1970; Damber et al., 1978; Keer
et al., 1979a, 1979b), relatando alteracdes do epitélio seminifero, tais como: degeneracéo
das células germinativas, acimulo de lipideos nas células de Sertoli (devido ao aumento da
atividade fagocitica), dilatagbes nos espacgos intercelulares entre juncbes de células de
Sertoli, além de modificagbes no tecido intertubular e aumento do lume dos tubulos

seminiferos, resultando na perda de peso testicular (Kerr et al., 1979b). O fluxo sanguineo
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em testiculos criptorquidicos é reduzido por ter uma maior resisténcia contra o influxo do
fluido apesar de ter uma porcentagem maior de vasos quando comparado com um testiculo
no escroto (Damber et al.,, 1978). Devido ao aumento da temperatura também ocorre
hipertrofia e hiperplasia das células de Leydig acompanhada do aumento de organelas
citoplasméticas envolvidas na esteroidogénese, como o reticulo endoplasmatico liso (REL) e
mitocondrias (Kerr et al., 1979a). Apds 14 dias de criptorquidismo ndo sdo mais encontradas
espermatides em sua morfologia normal e até o 28° dia ocorre uma progressiva perda de
espermatocitos e uma reducdo de 50% do tdbulo seminifero (Mendis-Handagama et al.,
1990).

Andlises histologicas de camundongos criptorquidicos mantidos em ambientes com
temperaturas de 23, 26, 30 e 35°C por 35 dias e com temperaturas de 18, 26, 30 e 32°C por
11 dias, demonstram que temperaturas entre 18 e 30°C ndo produzem alteracbes
histologicas no tecido intersticial ou no epitélio seminifero (Meistrich et al., 1973).

A histologia testicular dos camundongos mantidos a temperatura de 32°C por 11 dias
apresenta degeneracdo do epitélio seminifero, perda das espermatides maduras, nucleos
anormais das espermétides nas fases 11-16 e desorganizacdo generalizada. Os estadios I-
[l sdo os mais afetados, mostrando reducdo significativa no niumero de espermatides
arredondadas e espermatocitos em paquiteno inicial (Meistrich et al.,, 1973). A
desorganizacdo € muito evidente nesta condicdo de temperatura, sendo comum encontrar
associacfes celulares ndo contiguas em uma mesma sec¢do transversal de tubulo
seminifero (Oakberg, 1956).

Sob a temperatura de 35°C, os testiculos apresentam alteragBes histolégicas
evidentes. Apl6s 4 dias de tratamento sob esta temperatura, nota-se a auséncia de
espermatodcitos em paquiteno nos estadios IlI-1V, reducdo do nimero de paquitenos nos
estadios IX-XII e de espermatides arredondadas no estadio | e formas anormais dos nucleos
de espermatides nas fases 11-13 do CES. Em geral camundongos sacrificados com 21-30
dias de criptorquidismo na temperatura de 352C, apresentam menos alteracdes nos nucleos
de espermétides alongadas sugerindo uma adaptacdo do testiculo a temperatura elevada,
podendo ser encontrados tubulos histologicamente normais. Contudo, o numero de
espermatozéides nos ductos deferentes de camundongos criptorquidicos € menor e com
uma porcentagem maior de alteracdes se comparado ao grupo controle (Meistrich et al.,
1973).

Surpreendentemente, o criptorquidismo em camundongos Utp14b™%" tem sido capaz
de manter e restaurar a diferenciacdo espermatogonial e a espermatogénese, tornando-a
semelhante a dos animais Utp14b**" (Shetty & Weng, 2004). Nos animais heterozigotos
Utp14b™™*” o criptorquidismo ndo reduz a porcentagem dos tGbulos em diferenciacéo,

embora ocorra perda no peso testicular devido a perda de células nos estagios mais
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avancados da espermatogénese. Ao contrario, nos animais homozigotos Utp14b™*" nos
testiculos ndo criptorquidicos, apenas 14% dos tubulos seminiferos encontram-se em
processo de diferenciacdo, enquanto nos testiculos criptorquidicos com 12 semanas cerca
de 98% dos tubulos seminiferos encontram-se em diferenciacdo. Neste caso, a
espermatogénese € praticamente restaurada, sendo encontrados no epitélio seminifero
espermatocitos e esperméatides arredondadas e alongadas (Shetty & Weng, 2004).

Foi observado que a testosterona inibe a diferenciagdo espermatogonial e que o
criptorquidismo por sua vez € capaz de estimular a diferenciacdo espermatogonial por
diminuir a acéo e os niveis de testosterona no testiculo. A reversdo do fenétipo Utp14b'®"
pelo criptorquidismo nestes animais sugere que o gene envolvido na manutencdo e
diferenciacdo espermatogonial ndo é funcional na temperatura escrotal (32°C), tornando-se
ativo na temperatura abdominal (35-37°C). Outras explicacdes para a reversao do fenotipo
Utp14b*™*" podem ser: (1) devido a genes das células de Sertoli, responsaveis pela
sobrevivéncia e diferenciacdo das espermatogbnias no mutante Utpl4b™*" que se
tornariam inativos na presenca de testosterona a temperatura de 32°C e ativos a
temperatura de 35-37°C mesmo na presenca de niveis menores de testosterona ou (2) que
genes das células de Sertoli responsaveis por desencadear a apoptose das
espermatogbnias no mutante Utp14b**" dependa da testosterona & temperatura de 32°C
para sua atividade e que, possivelmente, ele seja reprimido a temperatura de 35-37°C
(Shetty & Weng, 2004).
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Animais

Foram utilizados seis camundongos machos adultos, fenotipicamente normais,

heterozigotos Utp14bs®"

jsd-/-

, férteis, com idades entre 70 e 84 dias e cinco machos adultos,
mutantes Utpl4b™™", azoospérmicos ou estéreis, com idades entre 59 e 105 dias. Estes
camundongos sao hibridos devido ao cruzamento entre machos da linhagem Fshb-null (129-
B6 background) (Kumar et al., 1997) com fémeas da linhagem C;H. Da progénese oriunda
deste cruzamento foram selecionados aqueles com o haplétipo no loco Utp14b™® (Shetty et
al., 2006). Estes camundongos foram acasalados entre si e 0s animais resultantes cruzados
com fémeas mutantes Utpl4b™® hibridas do background BH (Shetty et al., 2001). Estes
animais foram mantidos em cruzamentos entre si em coldénia no Laboratério de Radiacéo
Experimental Oncolégica (ERO), do Centro de Estudos do Cancer MD Anderson, da
Universidade do Texas, em Houston/Texas, EUA. Desta colbnia foram selecionados os
animais Utp14b**" e Utp14b™*", que tiveram sua genotipagem checada por PCR.

Estes camundongos foram mantidos em biotérios sob condi¢cdes aprovadas pela
Associacdo Americana para Cuidado com Animais de Laboratério, de acordo com a
regulamentacdo da USDA e DHHS da NIH, em fotoperiodo de 12 horas claro por 12 horas

escuro e recebendo racéo e agua a vontade.
4.2. Grupos Experimentais e Criptorquidismo

Os camundongos machos adultos Utp14b™™" e Utp14b™*" foram submetidos ao
criptorquidismo unilateral (lado direito). Para isso, foram anestesiados com uma injecdo de
1,6 mL/kg de uma mistura de quetamina (37,5 mg/mL), xilazina (1,9 mg/mL) e acepromazina
(0,39 mg/mL). Foi feito um corte na regido inferior do abdémen, o testiculo direito foi puxado
para a cavidade abdominal e o tecido adiposo da cabeca do epididimo direito foi suturado no

interior da parede abdominal para manter o testiculo dentro da cavidade e evitar o seu



Materiais e Métodos 16

retorno para a bolsa escrotal. O testiculo ficou situado acima da bexiga urinaria, sem que o
gubernéaculo fosse cortado. O testiculo esquerdo continuou na bolsa escrotal, servindo de
controle. Apés 7 dias, os camundongos foram sacrificados e perfundidos com glutaraldeido

conforme descrito abaixo.

Desta forma, o trabalho apresenta quatro grupos experimentais:

d+/-

(1) camundongos Utp14b*™®" com testiculo direito na cavidade abdominal por 7 dias (Tab.1);

(2) camundongos Utp14b™®" com testiculo esquerdo na bolsa escrotal (Tab.1);

jsd-/-

(3) camundongos Utp14b”™™" com testiculo direito na cavidade abdominal por 7 dias (Tab. 2);

(4) camundongos Utp14b*®~ com testiculo esquerdo no escroto (Tab. 2).

Tabela 1 - Dados biométricos dos camundongos Utpl4bjSd . peso corporal antes e depois do criptorquidismo
experimental; peso do testiculo direito criptorquidico por 7 dias e esquerdo na bolsa escrotal e idade.

N°do Peso Corporal Peso Corporal Testiculo Testiculo no
animal antes depois Criptorquidico Escroto
(9) (9) (mg) (mg)
001-4 70 30,03 30,76 59,9 64,8
001-5 70 29,32 33,31 65,6 68,0
001-6 70 27,20 28,91 61,6 64,8
021-4 84 36.30 35.81 61.0 63.1
021-5 77 33.79 33.66 69.7 67.5
021-7 70 28.68 28.73 51.0 57.1

Tabela 2 - Dados biométricos dos camundongos Utp14b

¢ " peso corporal antes e depois do criptorquidismo

experimental; peso do testiculo direito criptorquidico por 7 dias e esquerdo na bolsa escrotal e idade.

Peso Corporal Peso Corporal Testiculo Testiculo no
antes depois Criptorquidico Escroto
(9) (9) (mg) (mg)
001-1 59 28,50 31,00 19,8 15,8
001-2 59 28,24 31,12 17,8 15,3
001-3 59 27,20 30,62 12,3 12,1
021-1 105 27.18 26.13 15.7 16.7
021-3 84 32.03 31.00 16.8 17.9

4.3. Coleta e Fixacao dos Testiculos

Apos o periodo de 7 dias de criptorquidismo direito experimental, os animais foram
sacrificados, sendo submetidos a fixagdo por perfusdo intravascular. Aproximadamente 15
minutos antes do procedimento de perfuséo, injetou-se, por via intraperitoneal, heparina

(Liguemine Roche) na dosagem de 125 Ul/kg de peso corporal. No momento da fixagéo, os
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camundongos foram anestesiados com Tiopental (pentobarbital sddico), também por injecéo
intraperitoneal, na propor¢do de 30 mg/kg de peso corporal. Uma vez anestesiados,
procedeu-se a abertura da cavidade tor4cica com o objetivo de expor o coragdo. Um cateter
(20G - 1,1mm) foi introduzido no ventriculo esquerdo e o leito vascular lavado com solucéo
salina 0,9%, a uma pressao de aproximadamente 80 mmHg. Apos a retirada do sangue com
a solucéo salina, procedimento que durou de 5 a 10 minutos, iniciou-se o procedimento de
fixac@o através da perfusdo com glutaraldeido a 5% em tampao cacodilato 0,05M (pH 7,3),
por um periodo de aproximadamente 25 minutos. Em seguida, os testiculos foram retirados,
pesados e recortados em pequenos fragmentos de 1 a 2 mm de espessura. Estes
fragmentos foram entdo imersos no mesmo tipo de fixador por mais 12 a 24 horas, a 4°C.
Este procedimento baseia-se ho método ja descrito por Sprando (1990) e Chiarini-Garcia &
Meistrich (2008). As etapas descritas até este momento ocorreram no laboratério ERO-UT,

em Houston/Texas, EUA.

4.4. Preparo dos fragmentos testiculares para estud  0s morfologicos

Os fragmentos de tecido obtidos foram enviados para o Laboratério de Biologia
Estrutural e Reproducéo (LABER) do Instituto de Ciéncias Bioldgicas (ICB) da Universidade
Federal de Minas Gerais (UFMG), onde foram pos-fixados com ésmio reduzido (tetroxido de
06smio a 1% em ferrocianeto de potéssio a 1,5%) por 90 minutos (Russell & Burguet, 1977).
Sendo posteriormente desidratados, em concentracdes crescentes de etanol (35°, 50°, 70°,
85°, 2 x 95° e 2 x 100°), banhados com acetona e incluidos em resina Araldite 502 (EMS,
Fort Washington, PA.

Para os estudos sob microscopia de luz de alta resolucdo (MLAR), os tecidos
incluidos em blocos foram cortados em microtomo rotativo Reichert Jung (mod.
1140/autocut). Com o uso de navalhas de vidro, preparadas com knife-maker da LKB
(modelo 7880B), foram obtidos cortes histolégicos de 1 um de espessura. Estes cortes
foram corados com azul de toluidina-borato de sédio a 1%, montadas com Entellan (Merck)
e analisados sob microscopio de luz Olympus BX-41, para o desenvolvimento dos estudos

histologicos e morfométricos.

4.5. Andlise da morfologia espermatogonial

Os diferentes tipos espermatogoniais presentes nos quatro grupos experimentais
foram caracterizados sob microscopia de luz de alta resolu¢do, de acordo com parametros
nucleares tais como: a forma do nudcleo; presenca e o arranjo da heterocromatina,;

granulagcéo da eucromatina e morfologia e grau de compactacéo nucleolar baseando-se em



Materiais e Métodos 18

estudos prévios, desenvolvidos por Chiarini-Garcia & Russell (2001) e Chiarini-Garcia et al.
(2003). Para os estudos sob MLAR, imagens digitais dos diferentes tipos de
espermatogbnias foram fotografadas utilizando a camera digital Q-Color 3 da Olympus
acoplada ao fotomicroscopio Olympus BX-41. As imagens digitais foram posteriormente
ajustadas quanto a resolucéo (600 dpi), foco, contraste e escala de cinza (curva sigmoide)
utilizando o programa Adobe Photoshop. Estas imagens foram comparadas entre si, de
acordo com suas caracteristicas morfoldgicas, com o objetivo de descrever suas alteragoes,
agrupando as espermatog6nias anormais e identificando as espermatogdnias normais em
cada um dos quatro grupos de camundongos estudados, que levam em consideracao a

mutacao (Utp14b®™*" - Utp14b™*") e o criptorquidismo experimental do testiculo direito.
4.6. Cinética Espermatogonial

Com a finalidade de se conhecer a cinética espermatogonial, foram determinados os
nameros dos diferentes tipos de espermatogoénias (Aing, A1, Az, As, A4, INn € B), bem como o
namero de espermatogbnias que estdo em mitose ou apoptose, tanto nos animais
Utpl4b™™" quanto naqueles Utpl4b™*", com os testiculos no escroto e apés o
criptorquidismo experimental. Para isto, contou-se os diferentes tipos espermatogoniais e de
nucléolo de célula de Sertoli em 20 a 50 secgBes transversais de tubulos seminiferos
selecionadas aleatoriamente em cada animal. Os dados obtidos foram normalizados por 100
nucléolos de célula de Sertoli, utilizando a raz&o: nimero de cada tipo espermatogonial /
100 nucléolos de célula de Sertoli. As médias destas razbes, para cada tipo
espermatogonial, nos animais Utp14b**" e Utp14b™™ com testiculo no escroto e na
cavidade abdominal, foram comparadas estatisticamente.

Para determinar o nimero de A, com vacuolos e sem vacuolos intranucleares e de
mitose e apoptoses nos diferentes estadios do ciclo do epitélio seminifero nos camundongos
Utp14b*™™" contou-se o ndmero destas células e o de nucléolos de células Sertoli em 10
seccles transversais de tubulos seminiferos, em cada um dos Xll estadios do ciclo do
epitélio seminifero. Os dados obtidos foram normalizados dividindo-se o nimero de cada
tipo espermatogonial encontrado dentro do mesmo estadio do ciclo do epitélio seminifero
por 100 nucléolos de célula de Sertoli, determinando a raz&o: numero de células
germinativas/100 nucléolos de célula de Sertoli. As médias destas razdes para cada estadio
e tipo celular foram comparadas estatisticamente. Nos animais Utp14b™*" estes parametros
ndo foram avaliados visto que neles néo foi possivel determinar com precisao os estadios do

ciclo do epitélio seminifero.
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A contagem de todos 0s grupos experimentais foi realizada em microscépio Olympus
BX-41 em aumento final de 1000x e os resultados obtidos foram demonstrados em graficos

para melhor visualizacao da cinética espermatogonial.

4.7. Andlises Estatisticas

Os dados obtidos foram apresentados como média + erro padrdo. Os grupos
foram comparados usando o teste ANOVA, seguido por Student Newman-Keuls. Em
todas as situagfes analisadas, o nivel de significancia considerado foi de p<0,05. Todas

as andlises foram feitas utilizando o software SPSS 15.0 (SPSS Inc. Chicago/USA).
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5. RESULTADOS

5.1 Dados biométricos

Foram analisados os pesos corporal e testicular obtidos dos camundongos
heterozigotos (Utp14b**") e mutantes (Utp14b**") com testiculos normais situados no
escroto e com criptorquidismo experimental de 7 dias. Observou-se que ndo houve
diferanca entre o peso corporal dos grupos Utp14b™ e Utp14b®™*" (p>0,05) (Tab. 3 e Fig.
4).

Ao analisar nesses animais o peso dos testiculos normais e criptorquidicos,
observou-se que nos animais Utp14b**" este peso foi maior (p<0,05) quando comparado
com o peso testicular dos animais Utp14b™®" (Tab. 3 e Fig. 5).

Tabela 3 — Dados biométricos dos camundongos jsd”’ e jsd'/' (média +/- erro padrdo) antes e depois do

criptorquidismo experimental por 7 dias. Diferentes letras (a, b) indicam diferenca significativa (p<0,05) entre os
pesos testiculares (comparacdo horizontal e vertical).

Peso corporal Peso testicular
Peso corporal criptorquidico Peso testicular criptorquidico
@ @ normal (mg)
(mg)
Utp14b®™ ™ | 30,89 (139 | 31,86 (+-108° | 64,22 (+/149)° 61,47 (+-2,38)°
Utp14b™ " | 28,68 (081)° | 29,98 (+-088° | 15,56 (+-089)" 16,48 (+1-114) °
34
2 mHeterozigoto - Utp14bjsd+/-
OHomozigoto - Utp14bjsd-/-
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E 31
S
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Figura 4 — Peso corporal (média +/- erro padrdo) dos camundongos heterozigotos e mutantes, com testiculos
normais (no escroto) e criptorquidico (na cavidade abdominal) por 7 dias. Os quatro grupos foram comparados
entre si e ndo apresentaram diferengas estatisticas (p<0,05).
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Figura 5 — Peso testicular (média +/- erro padrdo) dos camundongos heterozigotos e mutantes com testiculos
normais (no escroto) e criptorquidico (na cavidade abdominal) por 7 dias. Os quatro grupos foram comparados
entre si e as letras diferentes (a,b) indicam diferencas estatisticas (p<0,05).

5.2 Efeitos da temperatura no epitélio seminifero

5.2.1 Animais heterozigotos Utp14b 159"

Observa-se nos testiculos criptorquidicos dos animais heterozigotos, uma diminuicdo
da altura do epitélio seminifero, devido a uma reducdo da quantidade de células
germinativas principalmente dos espermatdcitos e das espermatides arredondadas e
alongadas (Figs. 6A,B). Nos testiculos criptorquidicos foi encontrada uma vacuolizacéo

anormal (Fig. 6B) do epitélio seminifero.

Figura 6 — Fotomicrografias em MLAR do epitélio seminifero de camundongos Utp14b™™ sob condicdes
normais de temperatura testicular (A) e apds 7 dias de criptorquidismo experimental (B), ambas no estadio VII do
ciclo do epitélio seminifero. A Figura B mostra redugdo da altura do epitélio e do niUmero de células germinativas,

bem como a vacuoliza¢éo do epitélio seminifero (seta) e células germinativas no limen (cabeca de seta). Barra
equivale a 25um.
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5.2.2 Animais mutantes Utp14b*®"

Nos camundongos mutantes, o peso dos testiculos no escroto e dos testiculos
criptorquidicos foram semelhantes. Observou-se nestes animais um aumento da quantidade

de espermatogénias e de células germinativas espermatocitérias (Fig. 7).

Figura 7 — Fotomicrografias em MLAR do epitélio seminifero de camundongos jsd"' sob condi¢des normais (A,C)
e apos 7 dias de criptorquidismo experimental (B,D). Células de Sertoli (setas) e espermatogbnias (cabeca de
seta). (B,D) visualiza-se uma maior quantidade de células no epitélio seminifero. Aing, €spermatogbnia A
indiferenciada; A1, espermatogonia diferenciada do tipo A;; In, espermatogdnia diferenciada do tipo intermediaria;
B, espermatogdnia diferenciada do tipo B; PI, Pré-leptéteno; Ap, Apoptose; VS, vaso sanguineo. A e B, barras
equivalem a 25um. C e D, barras equivalem a 10um.

5.3 Morfologia Espermatogonial

5.3.1 Espermatogdnias morfologicamente normais

Para estudar o comportamento e a cinética dos diferentes tipos de espermatogbnias
numa espermatogénese anormal, seria necessario primeiro caracteriza-las e diferencia-las

numa situacao normal (Fig.8).
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Figura 8 — Fotomicrografias em MLAR de espermatogdnias normais de camundongos jsd”’ sob condi¢des
normais de temperatura testicular. Aing, €spermatogénia indiferenciada; Al, espermatogdnia diferenciada do tipo
Ai1; Az, espermatogonia diferenciada do tipo Az; Az, espermatogébnia diferenciada do tipo As; A4, espermatogonia
diferenciada do tipo A4; In, espermatogénia diferenciada do tipo intermediaria; B, espermatogénia diferenciada do
tipo B. Setas, vacuolo nuclear; cabeca de seta, nucléolos. Barras equivalem a 10pm.

Constatamos que a morfologia das espermatogbnias observadas foi semelhante
aquela descrita anteriormente por Chiarini-Garcia e Russell (2001), utilizando a MLAR. Este
método possibilita avaliar de forma mais precisa a citologia espermatogonial, permitindo
distinguir os seus diferentes subtipos. Os subtipos espermatogoniais foram basicamente
diferenciados por suas caracteristicas nucleares e nucleolares e, abaixo, descreveremos
sucintamente as caracteristicas morfoldgicas individuais de cada uma delas.

As espermatogbnias Aind em camundongos, compostas pelas espermatogobnias As,
Apr, € Aal, foram encontradas em todos os estadios do ciclo do epitélio seminifero e foram
diferenciadas morfologicamente com base na eucromatina que se apresenta em grumos
pouco corados por todo o nucleo e presenca de heterocromatina de baixa densidade.
Possuiam o nucleo oval com um ou dois nucléolos irregulares, usualmente apresentando
um vacuolo nuclear.

Em relacdo as espermatogbnias do tipo A diferenciadas (A1, A2, A3 e A4),
Intermediéria e B, observamos que elas estavam presentes em estadios especificos do ciclo
do epitélio seminifero e possuiam caracteristicas morfolégicas peculiares.

As espermatogbnias A1 possuiam um grande nudcleo oval, ligeiramente mais
esféricos do que o ndcleos das Aind. A eucromatina apresentava finamente granulada, com
raros grumos ao longo do envelope nuclear apresentando uma coloracdo palida. A
heterocromatina néo foi detectada devido a quase completa auséncia de grumos em torno
do envelope nucelar. Possuiam de 2 a 3 nucléolos proeminentes, bem circunscrito,
reticulados, fortemente corados e perifericamente localizados. Os vacuolos nucleares nao

foram vistos neste tipo celular e nem em tipos espermatogoniais mais avan¢ados.
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As espermatogbnias A2 possuiam ndcleo oval, similar a A1 e pequenos grumos de
heterocromatina margeavam menos que 10% a porc¢éo intranuclear do envelope nuclear. A
eucromatina se apresentou em pequenos grumos no interior do nucleo. Os nucléolos foram
menores, pouco mais alongados, menos compacto, mais irregulares e mais bem
demarcados do nucleoplasma do que os das células Ai.

Nas espermatogbnias A3z 0s nucleos foram mais arredondados do que os das
espermatogobnias A2 embora possam ser encontradas também formas ovais. Cerca de 10%
a 25% do envelope nuclear é margeado com heterocromatina, fazendo com que o envelope
nuclear figue mais proeminente. A eucromatina se apresentou em pequenos grumos, em
guantidade pouco maior que a encontrada nas células A2. O nucléolo foi grande, geralmente
reticulado e ndo muito bem definido se estendendo profundamente para o interior do ndcleo.
Puderam ser vistos até 3 nucléolos nessas células.

O nlcleo das espermatogdnias A4 mostrou-se oval a ligeiramente redondo,
semelhante as células Asz. Possui um pouco mais de grumos de heterocromatina, em
tamanho aumentado, sobre o envelope nuclear (cerca de 30% a 70% do envelope nuclear
foi margeado por heterocromatina), e uma quantidade aumentada de heterocromatina
mosqueada no ndcleo quando comparadas com as células As. A eucromatina foi
semelhante a encontrada nas células As. Podiam ser visualizados mais de 3 nucléolos que
podem atravessar todo o nucleo.

Os nucleos das espermatogénias Intermediarias foram similares aos das células As,
de oval a ligeiramente redondo. A heterocromatina margeava superficialmente de 70% a
100% do envelope nuclear. A heterocromatina mosqueada do nudcleo é proeminente. A
eucromatina apresenta pequenos grumos em quantidade maior do que foi visto nas células
As4. Podem ser vistos 1 ou 3 nucléolos compactos.

Nas espermatogbnias B 0s ndcleos sdo mais fortemente corados e redondos
ligeiramente ovais. O nucléolo foi pequeno, compacto e fortemente corado, sendo visto um
por célula. A eucromatina € corada mais homogeneamente em comparacéo as células In.
Essas células possuem uma quantidade menor de heterocromatina do que € visto na
espermatogbnia In. Pequenas condensacdes de heterocromatina ficam anexadas no

envelope nuclear.
5.3.2 Espermatogbnias morfologicamente alteradas

5.3.2.1 Camundongos heterozigotos Utpl4b %"

Nos testiculos dos camundongos jsd*", localizados na no escroto e onde o ciclo

espermatogénico foi normal, foram encontradas células de Sertoli e espermatogdnias do tipo
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A indiferenciadas e espermatog6bnias diferenciadas (A; a B), com morfologia normal, tal
como descrito anteriormente (Fig. 8).

J& nos testiculos criptorquidicos destes animais heterozigotos, os quais foram
colocados cirurgicamente dentro da cavidade abdominal, apesar das células de Sertoli
aparentemente apresentarem sua morfologia normal, algumas poucas espermatogOnias
indiferenciadas e outras em diferenciacdo apresentaram alteragdes morfologicas (Fig. 9). As
principais alteracdes observadas nessas células foram: (a) uma distribuicdo peculiar da
heterocromatina, aparentemente mais difusa (menos delimitada) e mais espalhada por todo
ndcleo espermatogonial; (b) os nucléolos se apresentaram mais difusos pelo nucleoplasma;
e (c) observou-se uma intensa e bem evidente vacuolizacdo do nucleo das espermatog6nias
do tipo A diferenciadas (A; a A;). Normalmente, a presenca de vacuolos nucleares esta
relacionada a condicdes normais das espermatogbnias tipo Aig (indiferenciadas) de
camundongos, no entanto, apds o criptorquidismo, vacuolos nucleares sdo também
observados em células que sao morfologicamente similares as espermatogdnias em
diferenciacdo. E possivel observar também, como alteracdo, uma maior granulacédo do

nucleoplasma das espermatogonias tanto indiferenciadas quanto diferenciadas.

Figura 9 - Fotomicrografias em MLAR, de espermatogbnias de camundongos jsd”‘ depois de 7 dias de
criptorquidismo experimental mostrando alteragdes espermatogoniais devido ao efeito da temperatura elevada.
Observe a espermatogdnia normal Aind sem vacuolos (A) e com vacuolos (B). Note as células germinativas
similares a espermatogodnias diferenciadas com um nucléolo anormal e presenca de vacuolos nucleares (C,D).
Setas, vacuolo e cabecga de seta, nucléolo. Barra equivale a 5pm.

5.3.2.2 Camundongos mutantes Utpl4b 5%

Na condicdo de homozigoze, foram freqlentes as espermatogdnias do tipo A
indiferenciadas e diferenciadas que apresentaram alteragfes morfolégicas evidentes. Estas

alteracdes estavam relacionadas com intensa vacuolizacdo do nucleo, presenca de
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granulacdo no nucleo e citoplasma e uma distribuicdo peculiar da heterocromatina e dos
nucléolos. Esta peculiaridade se caracteriza pela presenca de grumos de heterocromatica
mais densos e com numero maior de condensac¢des em torno do envelope nuclear, quando
comparada com as espermatogbnias normais. O didmetro tubular e a altura do epitélio
seminifero desses animais foi visivelmente menor quando comparados aos animais

heterozigotos, devido a uma menor quantidade de células germinativas (Fig. 10).

Figura 10 — Fotomicrografias em MLAR, de espermatog6nias anormais de camundongos mutantes com testiculo
no escroto e apos 7 dias de criptorquidismo experimental. A e E visdo panoramica do epitpélio dos tubulos
seminiferos. Setas, nucléolo e cabeca de seta, vacuolos. Barras: A, E, equivale a 50um. B-D, F-H, equivale a
10pm.

Nos camundongos mutantes com o testiculo na cavidade abdominal, devido ao
criptorquidismo experimental, foram encontradas células de Sertoli com morfologia
aparentemente normal e espermatogbnias alteradas em maior numero que quando
encontradas no escroto. Estas alteracoes morfolégicas foram semelhantes aquelas descritas
acima, para os animais heterozigotos. Além disto, verificou-se que o numero de
espermatogonias indiferenciadas e diferenciadas foi maior quando o testiculo estava em

temperatura mais elevada.
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5.3.2.2 Namero de espermatogbnias normais e anormai s

Ao calcular e comparar os valores do numero relativo de espermatogénias normais e
anormais, por 100 nucléolos de célula de Sertoli, encontradas em testiculos de
camundongos jsd"" e jsd”, em ambas as condices experimentais (escroto e cavidade
abdominal), foram observadas algumas diferencas.

Nos camundongos heterozigotos foram encontradas apenas espermatogdnias com
morfologia normal quando o testiculo estava presente no escroto enquanto no testiculo
criptorquidico foram observadas poucas espermatogdnias com morfologia alterada (p<0,05).
No testiculo criptorquidico encontrou-se um numero significativamente menor de
espermatog6nias normais, indicando que o aumento de temperatura interferiu na morfologia
celular.

Contudo, nos camundongos mutantes encontrou-se espermatogbnias normais e
anormais em ambos os testiculos, naqueles localizados no escroto e nagueles posicionados
na cavidade abdominal. Apesar do nimero de espermatogdnias anormais encontrado na
cavidade abdominal ter sido maior, ndo foi observada diferenca (p>0,05) em relacdo ao
nuamero daquelas anormais encontradas na bolsa escrotal.

Em relacdo ao nudmero de espermatogbnias anormais, todos 0s grupos
experimentais sdo semelhantes entre si, com excecdo dos animais heterozigotos com
testiculo na bolsa escrotal, onde ndo foi encontrada nenhuma célula anormal (p<0,05)

diferenciando-se dos outros grupos (Fig. 11).

120 4

100 4 a B Células Normais
O Células Anormais
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40 bc

Espermatogdnias / 100 NuCS

20 c

d

Escroto jed +/- Cavidade Abdominal jsd +/- Escroto jed -/- Cavidade Abdominal jsd -/-
Espermatogdnias

Figura 11 — Numero total de espermatogbnias normais e anormais (média +/- erro padrdo) em testiculos de
camundongos Utp14b‘5d+/' e Utp14bJSd’/' no escroto e submetidos a alta temperatura na cavidade abdominal. Cada
valor foi comparado entre si e diferentes letras (a,b,c) indicam diferenca estatistica (p<0,05). NuCS, nucléolo da
célula de Sertoli.
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5.4 Cinética Espermatogonial

Ao comparar o numero relativo de cada tipo espermatogonial (Aind, A1, A2, A3, A4, In
e B) entre os quatro grupos experimentais, camundongos heterozigotos jsd”” com testiculos
no escroto e na cavidade abdominal com o de animais mutantes jsd” com testiculos no
escroto e na cavidade abdominal, detectou-se que o0 numero de alguns tipos
espermatogoniais variou em relacdo a localizacéo.

O numero de espermatogdnias do tipo Ay foi maior (p<0,05) nos animais
heterozigotos com o testiculo localizado na bolsa escrotal quando comparados aos demais
grupos. Contudo, valores semelhantes de Ai,q foram encontrados nos grupos heterozigoto e
homozigoto com testiculos na cavidade abdonimal. Sendo que, os testiculos dos animais
mutantes posicionados na bolsa escrotal também mostraram valores diferentes (p<0,05) de

espermatogonias Ay quando comparadas aos camundongos heterozigotos (Fig. 12).
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Figura 12 — NUmero relativo de cada tipo espermatogonial em testiculos de camundongos jsd”’ e jsd"'no escroto
e experimentalmente colocado na cavidade abdominal por 7 dias. Diferentes letras (a, b, ¢) indicam diferenca
estatistica (p<0,05). Valores comparados apenas na vertical entre 0 mesmo tipo celular. NuCS, nucléolo de
célula de Sertoli.

Nos camundongos heterozigotos observou-se que apd6s uma semana de
criptorquidismo o numero de espermatogbnias reduziu (p<0,05) em relacdo ao numero
destas mesmas células no animal com o testiculo na bolsa escrotal. Determinou-se que
apenas as espermatogobnias Az e A4 tiveram seu niumero semelhante quando comparadas
entre os dois grupos..



Resultados 29

Nos animais mutantes, determinou-se que na maioria das espermatogbnias seu
namero foi semelhante a excecdo das espermatogébnias In e B, onde o numero delas foi
maior (p<0,05) quando o testiculo estava posicionado na cavidade abdominal.

Ao comparar a cinética espermatogonial entre 0s quatro grupos experimentais, foi
observado que o grupo Utp14b™*", com testiculos no escroto, ndo segue a tendéncia normal
da curva de diferenciagdo das espermatogbnias quando comparado aos outros grupos,
sendo maior (p<0,05) a partir da espermatogénia do tipo In.

5.5. Vacuolos nucleares em espermatogbnias A ind

Nos camundongos heterozigotos Utp14b™*" com os testiculos no escroto, ou seja,
em condicBes normais de temperatura testicular, foi observado que o nimero de Aind sem
vacuolos foi maior (p<0,05) que o numero das Aind com vacuolo. Nos outros grupos
experimentais, o numero relativo de espermatogbnias A,y sem e com vacuolos foi
aproximadamente semelhante (Fig. 13).
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Figura 13 — Numero relativo das espermatogdnias A Sem vacuolos e com vacuolos nucleares nos
camundongos Utp14b™**" e Utp14b™*" com testiculos no escroto e na cavidade abdominal. Diferentes letras
(a,b) indicam diferenca estatistica significativa (p<0,05). NuCS, nucléolo de célula de Sertoli.

Ao analisar nos camundongos jsd”" a cinética das espermatogénias Ajq, COmM
vacuolos e sem vacuolos nucleares por estadio do ciclo do epitélio seminifero, foi observado
gue, de uma forma geral, ndo existem diferencas entre estes tipos celulares nos testiculos
localizados na bolsa escrotal e na cavidade abdominal (Fig. 14).

Nos grupos dos camundongos mutantes nao foi feita a andlise das espermatogénias

Aing Sem e com vacuolos por estadio do ciclo do epitélio seminifero, pois, devido a deplecao
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de células que estes animais sofreram n&o foi possivel determinar de forma precisa os
estadios do ciclo do epitélio seminifero.
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Figura 14 — Numero de espermatogdnias Ainda Sem vacuolos (A) e com vacuolos (B) por estadio do ciclo do
epitélio seminifero nos camundongos heterozigotos Utpl4b‘5d+/'. Nao foram encontradas diferencas estatisticas
significativas entre os diferentes estadios dentro do mesmo grupo comparado horizontalmente

5.6 Mitoses e apoptoses

Foi verificado, nos camundongos jsd*, o efeito da temperatura no nimero de
mitoses e apoptoses por estadio do ciclo do epitélio seminifero. N&o foi observado
diferencas significativas no numero relativo de mitoses espermatogoniais quando 0s
testiculos estavam localizados no escroto e na cavidade abdominal. (Fig.15A). O numero de
apoptoses ao longo do ciclo do epitélio seminifero foi praticamente constante nos diferentes
estadios (Fig. 15B).

Nos camundongos mutantes ndo foi feita a andlise das espermatogdnias em mitoses

e apoptoses por estadio do ciclo do epitélio seminifero, pois, devido a deplecédo de células
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que estes animais sofreram ndo foi possivel determinar com preciséo os estadios do ciclo do

epitélio seminifero.
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Figura 15 — Numero relativo de mitoses e apoptoses das espermatogbnias nos camundongos Utp14b‘5d+" com
testiculos no escroto e na cavidade abdominal por estaddio do ciclo do epitélio seminifero. A comparacéo
estatistica foi feita na vertical entre os diferentes grupos no mesmo estadio do ciclo do epitélio seminifero. Ndo
foram encontradas diferengas estatisticas significativas entre os diferentes estaddios dentro do mesmo grupo
comparado horizontalmente.

Verificamos também o efeito da temperatura nas mitoses e apoptoses entre 0s
animais jsd"" e jsd” com testiculos em diferentes posicdes anatémicas, no escroto e na
cavidade abdominal. Foi observado que o niumero de mitoses entre o grupo heterozigoto
com testiculo na bolsa escrotal e mutante com testiculo na cavidade abdominal foram
semelhantes entre si, sendo diferentes do grupo heterozigoto com testiculo na cavidade
abdominal e mutante com testiculo no escroto (Fig. 16).

Entre os numeros de apoptoses nos diferentes grupos néo foi encontrada diferenga

significativa (Fig. 16).
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Figura 16 — Numero relativo de mitoses e apoptoses das espermatogbnias nos camundongos Utp14bj5d+/'
(heterozigoto) e Utp14b‘5d'/' (homozigoto) com testiculos no escroto e na cavidade abdominal. Diferentes letras

(a,b) indicam diferenga estatistica (p<0,05). Os valores foram comparados estatisticamente entre mitoses e
apoptoses separadamente.
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6. DISCUSSAO

Este trabalho utilizou como modelo experimental camundongos mutantes Utp14b**"
para estudar alguns parametros da biologia espermatogonial que n&o puderam ser
esclarecidos quando avaliados em camundongos normais. Esta mutacdo ndo afeta o
processo espermatogénico nas primeiras ondas da espermatogénese, porém, falha logo
apos a puberdade justamente no processo de diferenciacdo das espermatogdnias do tipo A
(de Rooij et al.,, 1999). Devido a deplecdo progressiva no processo espermatogénico
ocasionada por esta mutagdo, quando o animal atinge 8 semanas de idade, apenas
espermatogonias e células de Sertoli podem ser visualizadas nos tubulos seminiferos (de
Rooij et al., 1999). Desta forma, estes animais se tornam azoospérmicos e estéreis. Neste
modelo, e utilizando o animal heterozigoto (Utp14b"%*") como controle, avaliou-se os efeitos
da temperatura sobre a biologia espermatogonial. Esta temperatura foi elevada para aquela
intraperitoneal através de cirurgia, fazendo-se criptorquidismo experimental unilateral. Nesta
condicdo, em um mesmo animal um testiculo seria o controle do outro, em relacdo a
temperatura testicular. Desta forma, todos os parametros por nés avaliados em relagdo a
biologia espermatogonial levaram em consideracéo quatro fatores: o fato do animal ser (1)
heterozigoto ou (2) mutante e se a temperatura era mais (3) baixa (escroto) ou (4) elevada
(abdémen).

O periodo necessario para que o criptorquidismo pudesse afetar a producdo
espermatica seria aquele relacionado a duracdo da espermatogénese. Este periodo tem
duracdo variavel entre as espécies. Por exemplo, enquanto no homem a duracdo da
espermatogénese é de ~74 dias (Heller et al., 1964), em camundongos é de ~38.7 dias
(Kluin et al., 1982). Quando o tempo de criptorquidismo coincide com o da duracdo da
espermatogénese de uma determinada espécie, o resultado encontrado € de uma reducao
dréstica do peso testicular com perda expressiva das células germinativas. Normalmente
sdo encontradas nesta situacdo apenas células de Sertoli, espermatogonias indiferenciadas
e algumas em diferenciacdo (de Rooij et al., 1999). Como o objetivo deste trabalho foi o de

estudar apenas a cinética espermatogonial, decidiu-se por um periodo de criptorquidismo
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mais curto, somente por sete dias. Partimos do pressuposto que durante este periodo de
temperatura elevada as alteracdes que pudessem acontecer nas células da linhagem
espermatogonial ja seriam perceptiveis morfologicamente. De fato, verificou-se, no presente
trabalho, que neste periodo de sete dias de temperatura elevada houve realmente alteracao
da cinética espermatogonial, tanto nos animais mutantes quanto nos heterozigoto,
alteracdes estas que discutiremos a seguir. A escolha do periodo de criptorquidismo
mostrou-se adequada para nossos propésitos visto que os efeitos provocados no processo
espermatogénico, obtidos no presente trabalho, coincidem com aquele descrito por Kluin et
al. (1982) os quais determinaram que um ciclo do epitélio seminifero em camundongos dura
~8,6 dias e que este periodo € o necessario para o0 desenvolvimento espermatogonial
completo, até as espermatogobnias do tipo B.

O efeito da temperatura em relacdo ao nimero de espermatogbnias na cinética
espermatogonial foi pela primeira vez avaliada utilizando a técnica histoldgica de MLAR.
Esta técnica, sabidamente, permite a distincdo dos diferentes tipos espermatogoniais de
camundongos utilizando apenas a morfologia nuclear como parametro (Chiarini-Garcia &
Russell, 2001). Neste trabalho, a distingdo entre estes tipos celulares permitiu verificar que a
alteracdo da temperatura interferiu na cinética espermatogonial, tanto nos animais
heterozigotos (Utp14b*™**") como nos mutantes (Utp14b®").

Segundo Meistrich et al. (1973), temperaturas entre 18 e 30°C ndo produzem
alteracdes histologicas aparentes na estrutura testicular (intersticio e epitélio seminifero).
Porém, eles demonstraram que a histologia de testiculos mantidos acima de 32°C apresenta
anormalidades. Trabalho mais recente (Shetty & Weng, 2004) também demonstrou que a
temperatura corporal, isto é acima de 37°C, é capaz de causar severas alteracdes
morfolégicas no epitélio seminifero. Ao analisarmos morfologicamente os testiculos
criptorquidicos dos animais heterozigotos foi possivel observar também a degeneracao do
epitélio seminifero, no entanto, devido ao curto tempo de exposicdo a temperatura mais
elevada, as alteracbes das células germinativas foram menos severas, sendo mais
evidentes apenas has células da linhagem espermatogonial. Resultados semelhantes,
porém usando um tempo maior de criptorquidismo experimental, foram observados por
diferentes autores (Payne, 1956; Golbderg & Hawtrey, 1968; Meistrich et al., 1973, Shetty &
Weng, 2004).

Segundo Hua et al. (2000) a temperatura influencia o desenvolvimento das células
germinativas e o ciclo celular, sendo que a temperatura testicular mais baixa que a
temperatura corporal, no escroto dos mamiferos, € em grande parte favoravel a
espermatogénese gerando novas células germinativas e favorecendo o processo de
maturacdo das mesmas. Entdo, o aumento da temperatura de forma induzida, por exemplo,

pelo criptorquidismo, pode causar um bloqueio ou anormalidades no processo
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espermatogénico (Thonneau et al., 1998) apesar das espermatogbnias serem até certo
ponto resistentes ao aumento da temperatura (Hua et al., 2000). E sabido que as divisbes
celulares séo ativadas por fatores promotores de maturacdo que depende da subunidade
catalitica p34°**? (indutor de START, ou seja, 0 comprometimento com o inicio da duplicacéo
do DNA) e da subunidade regulatéria ciclina B1 (participa da indu¢do da mitose ativando a
proteina-cinase). Estes componentes sdo pec¢as chaves na maquinaria de controle do ciclo
celular, desempenhando um papel fundamental na gametogénese (Mejer et al., 1991). Tem

4°°2 & de ciclina B1 em testiculos de ratos e

sido demonstrado que indices elevados de p3
camundongos desempenham importante papel na espermatogénese e maturacdo
espermatica. Hua et al. (2000) comprovam que a temperatura abdominal néo interfere na
transcricdo das proteinas p34°®? e ciclina Bl nas espermatogbnias e espermatocitos
primarios em paquiteno/dipléteno, porém, bloqueia a traducéo dessas proteinas especificas.
Com a deficiéncia desses dois tipos protéicos devido a elevacdo da temperatura, as
espermatogbnias e 0s espermatocitos primarios paquiteno/dipléteno sdo incapazes de
produzirem fator promotor de maturacédo, uma vez que ndo sofrem cariocinese.

De acordo com Shetty et al. (2001) e Tohda et al. (2001), o aumento anormal da
testosterona intratesticular observada nos animais mutantes jsd inibe diretamente a
diferenciacdo espermatogonial através da acdo do receptor-mediador de androgenos,
permitindo visualizar nesses testiculos presentes na bolsa escrotal (temperaturas mais
baixas) apenas espermatogonias do tipo A e células de Sertoli (Shetty & Weng, 2004 e
Bolden-Tiller et al., 2007). Quando esses testiculos de animais mutantes foram submetidos
ao tratamento com flutamida (competidor de receptor de andrégenos) ou ao aumento de
temperatura (devido ao criptorquidismo), a taxa de testosterona intratesticular diminui
aumentando a taxa de diferenciacdo celular, ou seja, restaurando a espermatogénese nos
animais mutantes. Estes autores demonstraram que nesta mutacdo houve uma inversao dos
efeitos da temperatura sobre o processo espermatogénico. No entanto, até 0 momento, ndo
h& explicacdo para este fenbmeno. Uma possibilidade do efeito da testosterona sobre a
espermatogénese foi proposta por Hua et al. (2000) que demonstrou que a testosterona
pode ser capaz de regular a expressdo da ciclina B1 ao nivel traducional nas células

espermatogoniais.

Segundo de Rooij et al (1999), nos animais jsd mutantes a diferenciacdo das
espermatogbnias A; em A; € prejudicada. Eles demonstraram que este processo é um
passo vulneravel no processo espermatogénico e que também sofre influéncia da
deficiéncia de vitaminas A, da mutacdo W/W e do aumento da temperatura testicular,
bloqueando a divisdo espermatogonial nesta etapa entre A, e A;. No entanto, empregando o

método de MLAR pudemos observar nos animais jsd mutantes que este bloqueio nédo foi
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absoluto, visto que espermatogbnias em fases mais avancadas de diferenciacéo
(espermatogébnias do tipo B), espermatdcitos e espermétides puderam ser encontradas no
epitélio seminifero destes animais.

Quanto a cinética espermatogonial, isto é, as alteragbes morfolégicas e
morfométricas das células da linhagem espermatogonial durante o ciclo do epitélio
seminifero, incluindo o nimero de espermatogbnias com suas mitoses e apoptoses, 0
presente trabalho mostrou varias alteracdes em relacdo a mutagcdo/temperatura. O namero
de espermatogobnias ja foi discutido anteriormente e, de forma resumida, verificou-se que
nos animais heterozigotos o criptorquidismo por uma semana reduziu 0 numero
espermatogonial que se manteve proporcionalmente reduzido por todo o processo de
diferenciacdo, desde as espermatogbnias Ay até as espermatogodnias do tipo B. Ja nos
camundongos mutantes, o criptorquidismo estimulou a diferenciacdo espermatogonial, que
foi mais evidente, e de forma progressivamente maior, a partir das espermatog6nias do tipo
As.

Em relacdo as mitoses e apoptoses espermatogoniais, por estadios do ciclo do
epitélio seminifero, ndo foram avaliadas nos animais mutantes visto que neles os estadios
ndo puderam ser identificados. Desta forma, estes dados foram avaliados apenas nos
camundongos normais jsd*. Em relacdo as mitoses espermatogoniais, verificou-se nos
animais heterozigotos jsd”" que nos testiculos posicionados no escroto elas foram
encontradas distribuidas ao longo do ciclo do epitélio seminifero nos estadios onde
deveriam ser encontradas, conforme descrito anteriormente por de Rooij (1998) em
camundongos normais. Os picos de divisdo mitética ocorreram em estagios especificos
onde conhecidamente as espermatog6bnias diferenciadas (A;, Az, Az, A4 In e B) dividem
umas nas outras. Cinética semelhante foi encontrada em hamsters (Nascimento et al., 2008)
e jumentos (Chiarini-Garcia et al., 2009), utilizando também o método da MLAR. Mas no
entanto, quando o testiculo dos animais jsd mutantes foi colocado experimentalmente na
cavidade abdominal, 0 numero relativo de mitoses reduziu expressivamente. J4 em relacéo
as apoptoses, observamos que o seu numero relativo ndo foi alterado pelo criptorquidismo
experimental de 7 dias. Estes achados mostram que a temperatura pode, de forma direta ou
indireta, afetar principalmente o ciclo celular e, por consequéncia, a cinética

49?2 g ciclinas B1

espermatogonial. De fato, como discutido anteriormente, as proteinas p3
que participam do ciclo celular, atuam diretamente no processo espermatogonial (Hua et al.,
2000). Adicionalmente, este dado sugere que um dos principais impactos do criptorquidismo
sobre a processo espermatogénico seria devido a reducdo das mitoses espermatogoniais,
com pouco ou nenhum efeito das apoptoses espermatogoniais.

Ao avaliar a morfologia das espermatogbnias dos camundongos heterozigotos com o

testiculo no escroto, verificou-se que apresentavam a mesma morfologia j& descrita por
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Chiarini-Garcia & Russell (2001) e Bolden-Tiller et al. (2007). Estas espermatogénias foram,
assim, consideradas morfologicamente normais. Mas, quando este testiculo foi colocado
experimentalmente na cavidade abdominal, algumas alteracdes morfolégicas foram
observadas no ndcleo das espermatogbnias. Este achado sugere que mesmo num animal
fenotipicamente normal, como é o caso do camundongo Utpl4b™™" o aumento da
temperatura pode afetar a morfologia nuclear das espermatogbnias. Estudo sobre o
desenvolvimento ontogenético de espermatogbnias de camundongos normais (Drumond,
2007), desde o nascimento até a idade adulta, demonstrou que nos animais jovens, com
idade entre 4 e 11 dias podiam ser encontradas alteracbes morfoldgicas nas
espermatogénias semelhantes aquelas encontradas por nés nos animais jsd*". A alteracéo
mais comumente encontrada foi a de células com fendtipo de espermatogbnias A
diferenciadas (A1, Az, Az e Ay), mas com a presenca de vacuolo nuclear, que numa cinética
normal sdo apenas encontradas na espermatogonias do tipo Ajg.

Nos animais normais, quando os testiculos criptorquidicos retornam para o escroto, a
espermatogénese também é completamente restaurada, indicando que as espermatogbénias
mantém, pelo menos em parte, sua funcionalidade quando submetidas ao aumento da
temperatura (Nishimune et al., 1978). A menos que a temperatura da cavidade abdominal
cause danos nas células troncos, fragcdes celulares coletadas de testiculos de camundongos
criptorquidicos séo ricas em células tronco germinativas, uma vez que a maioria das células
em diferenciacdo foram eliminadas do epitélio seminifero (Shinohara et al., 2000).
Experimento recente realizado pelo nosso grupo de pesquisa comprova que as
espermatogonias-tronco de animais criptorquidicos séo eficientes em colonizar testiculos de
animais irradiados, apoés o transplante de células germinativas (dados ndo publicados).

J4 nos camundongos mutantes, foram frequentes as alteracdes morfolégicas das
espermatogobnias presentes nos testiculos posicionados no escroto, mas estas alteracdes
foram encontradas com mais freqliéncia nos testiculos criptorquidicos. Estes achados em
conjunto sugerem que as alteracbes morfologicas das espermatogdnias ndo estdo
obrigatoriamente relacionadas com a mutacdo, mas sim com processos de
ativacao/inativacdo espermatogonial, possivelmente relacionadas com o ciclo celular.
Estudos complementares fazem-se necessarios para desvendar esta questéo.

A presenca de vacuolos nucleares foi descrita em condi¢cdes normais apenas nas
espermatogonias do tipo A, de camundongos (Chiarini-Garcia & Russel, 2001). No entanto,
apols criptorquidismo experimental por uma semana e nos camundongos mutantes jsd,
(independente da localizacdo do testiculo) os vacuolos nucleares foram também observados
em células que eram morfologicamente similares as espermatogbnias do tipo A em
diferenciagdo. Portanto, acredita-se que nos camundongos heterozigotos as

espermatogonias Ai,¢ com vacuolo, por ndo sofrerem efeito da temperatura (ao contrério do
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gue acontece com as espermatogdnias normais e sem vacuolo), seriam células numa fase
do ciclo celular refrataria aos efeitos do aumento da temperatura ou seriam uma populacéo
espermatogonial diferente dagquela sem vacuolo.

No presente trabalho, chamou-nos a atencdo o numero relativo de espermatogénias
indiferenciadas - Aing - (Ais, Apr € Ay) Sem vacuolo e com vacuolo nos animais heterozigotos
Utp14b™™" quando os testiculos estavam em localizacbes diferentes. Nestes animais
fenotipicamente normais, as espermatogbnias Ai,q apresentavam uma cinética semelhante
aquela descrita por de Rooij (1998) para camundongos normais. No entanto, quando o
testiculo foi colocado na cavidade abdominal o nimero de espermatogbnias Ang Sem
vacuolo reduziu mostrando que o criptorquidismo interferiu no nimero de espermatogénias
Aina S€M vaculolo. Mas, para nossa surpresa, fazendo-se a mesma comparacdo entre as
espermatogbnias Aj,q com vacuolos, observou-se que o seu numero foi praticamente
idéntico independente da posicdo do testiculo no escroto ou na cavidade abdominal. Este
achado é intrigante, pois nos mostra que neste tipo de célula ndo ocorreram os efeitos
causados pelo criptorquidismo por uma semana. Desta forma, acreditamos que as
espermatogonias Ai,¢ com vacuolo possam estar numa fase do ciclo celular refrataria aos
efeitos da temperatura ou mesmo que seja uma populacéo celular diferente daquela sem
vacuolo. Para confirmar estas hipoteses, novos delineamentos experimentais fazem-se

necessarios.
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7. CONCLUSOES

Do presente trabalho foi possivel obter as seguintes conclusdes:

1. O periodo de uma semana de criptorquidismo foi suficiente para alterar a

morfologia das células da linhagem espermatogonial, principalmente do nucleo,
tanto nos camundongos heterozigotos quanto nos mutantes.

Nos camundongos heterozigotos o nimero da maioria dos diferentes tipos
espermatogoniais reduziu significativamente apds o criptorquidismo experimental
enquanto nos homozigotos, de uma forma antagonica, as espermatogonias do
tipo In e B tiveram seu numero aumentado.

Confirmou-se que o criptorquidismo de animais jsd mutantes foi capaz de
estimular a diferenciagdo espermatogonial restaurando 0 processo
espermatogénico.

Existem duas populacbes de espermatogbnias Aing hos camundongos
heterozigotos que séo sensiveis, de forma diferente, ao aumento da temperatura
pelo criptorquidismo. Aquelas sem vacuolos nucleares que reduzem seu ndmero
apos o criptorquidismo e aquelas com vacuolos que mantém o mesmo ndmero
mesmo quando o testiculo é colocado dentro da cavidade abdominal.

O criptorquidismo atua de forma diferente sobre a proliferacdo das
espermatogonias nos camundongos estudados. Enquanto nos jsd*" inibe, nos
jsd” estimula as mitoses espermatogoniais.

Nos camundongos heterozigotos as espermatogdnias A,y com vacuolo, sao
células numa fase do ciclo celular refrataria aos efeitos do aumento da
temperatura ou sdo uma populacdo espermatogonial diferente daquela sem
vacuolo.

O aumento da temperatura testicular provoca alteracdes morfolégicas das
espermatogodnias nos camundongos heterozigotos.

Nos camundongos mutantes o niumero de espermatogbnias Ay,q com vacuolo

nuclear alterada com a mudanca da temperatura testicular.
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