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RESUMO

O desenvolvimento de novas tecnologias para reproduzir animais mutantes
fornece excelentes oportunidades para melhor compreender a biologia reprodutiva. Os
camundongos nude e scid apresentam, respectivamente, mutacfes nos genes Foxnl e
Prkdc. Ambos apresentam um fendtipo imunodeficientes e por esta razdo sdo modelos
experimentais muito atrativos para diversos tipos de estudos e experimentos, incluindo-
se oncologia e abordagens envolvendo transplantes e enxertos de érgdos e/ou tecidos.
Camundongos nude sdo atimicos e deficientes em linfocitos T, além de possuirem
niveis reduzidos de gonadotrofinas (LH e FSH) e testosterona. Os camundongos scid
sdo deficientes em linfécitos T e B e altamente suceptiveis a infec¢Ges, além de
apresentarem aumento na apoptose de espermatocitos primarios na fase de paquiteno
em comparacdo aos selvagens. Apesar de escassa, a literatura disponivel sobre a
biologia reprodutiva de camundongos machos nude e scid indica alteracdes na
espermatogénese. Desta forma, no presente estudo, buscamos investigar de maneira
mais detalhada a funcdo testicular de camundongos BALB/c nude e scid em
comparacgado ao fendtipo selvagem, utilizando-se parametros qualitativos e quantitativos.
Diferencas significativas foram encontradas em diversos parametros investigados.
Assim, o menor peso testicular dos camundongos nude determinou o menor indice
gonadossomatico em relacdo as demais linhagens. Seguindo uma tendéncia ja relatada
na literatura, a linhagem nude apresentou maior didmetro tubular e, consequentemente,
menor comprimento total de tubulo seminifero por testiculo e por grama de testiculo.
Diferencas quanto a distribuicdo da frequéncia de diversos (I, 1I-11l, V-VII, X e XII)
estadios do ciclo do epitélio seminifero foram encontradas entre as trés linhagens.
Entretanto, a combinacdo das frequéncias tomando como referéncia a ocorréncia da
meiose, revelou que a fase meidtica estava estendida em camundongos nude em
comparacdo com os selvagens. A célula de Leydig foi o componente testicular cujos
parametros foram mais influenciados pelos fenétipos imunodeficientes, particularmente
em nude. Assim, 0s numeros encontrados para esta célula esteroidogénica, por grama de
testiculo, foram 92 e 122 milhdes em scid e nude, respectivamente. O nimero de células
de Sertoli por testiculo apresentou correlacdo positiva e significativa com a produgéo
espermatica diaria por testiculo nas trés linhagens estudadas. Contudo, a eficiéncia
espermatogénica foi significativamente maior em scid (~44 milhdes de células por
grama de testiculo). O indice meidtico mostrou que a linhagem scid apresenta cerca de



48% de perdas ao longo do processo espermatogénico (p<0,05), seguido pelas linhagens
selvagem (43%) e nude (38%). Maior (p<0,05) expresséo relativa de mRNA para o
receptor de androgeno foi encontrada nos fenétipos imunodeficientes e as células de
Leydig destas mesmas linhagens apresentaram marcagdo imunohistoquimica mais forte
em comparacdo com o selvagem (p<0,05). Em nude e scid o contedtdo de mRNA da
enzima esteroidogénica 3beta-HSD foi respectivamente, cerca de ~50 e 25 vezes maior
(p<0,05) que no fendtipo selvagem. A avaliacdo de pixels demonstrou que a intensidade
de marcacdo para a 3beta-HSD foi maior (p<0,05) em nude. Também na linhagem nude
foi maior o conteddo de mRNA da aromatase (p<0,05), embora a quantificacdo nédo
tenha revelado diferencas quanto a intensidade da imunomarcagéo. A proteina FoxnZ1foi
identificada no citoplasma e nucleo das células de Leydig nas linhagens selvagem e
scid, embora ausente no nucleo destas células em nude. DNA-PKc apresentou
distribuicdo citoplasmatica nas células de Leydig e de Sertoli em selvagem, nude e
também em scid. Em conjunto, os dados obtidos no presente estudo demonstraram que
as linhagens imunodeficientes nude e scid apresentam caracteristicas testiculares que as
tornam modelos importantes para se investigar os mecanismos de regulacdo do
testiculo, particularmente aqueles envolvendo a proliferacdo das células de Sertoli e

Leydig.

Palavras-chave: Genes Foxnl e Prkdc, espermatogénese, células de Sertoli, células de

Leydig.



ABSTRACT

The development of new technologies to produce mutant animals provides
excelent oportunities to better understand reproductive biology. Nude and scid mice
have mutations in Foxnl e Prkdc genes. Both present an immunodeficient phenotype
therefore are very atractive experimental models for several studies and experiments,
including oncology and approaches involving organs and tissues transplants and grafts.
Nude mice are athimic and T cells deficient, besides having lower levels of
gonadotropins (LH and FSH) and testosterone. Scid mice are deficient in T and B cells
and highly susceptible to infections, besides having an increase in pachytene
espermatocytes apoptosis in comparison to the wild type. Altought scarce, literature
available about nude and scid male mice reproductive biology indicates changes in
spermatogenesis. Therefore, in the present study, we aimed to investigate the testicular
function of BALB/c nude and scid in a more datailed way in comparison to the wild
type using qualitative and quantitative parameters. Significant diferences were found for
several parameters investigated. Thus, the lower testicular weight in nude mice
determined its lower gonadosomatic index in comparison to the other strains. Following
a trend already reported in the literature, nude strain presented a higher tubular diameter
and, hence, a lower total tubular lenght per testis and per gram of testis. Differences in
the frequency of several stages (I, 11-111, V-VII, X e XII) of the seminiferous epithelium
cycle were found among the three strains. However, the combination of the frequencies,
taking the occurence of the meiosis as a reference, reveled that the meiotic phase was
bigger in nude mice in comparison to the wild type. The Leydig cell was the testicular
element whose parameters were more influenced by the immunodeficient phenotype,
particularly in nude. Therefore, the numbers found for this steroidogenic cell were 92
and 122 million per gram of testis for nude and scid mice. The Sertoli cell number per
testis had a positive and significative correlation with the daily sperm production per
testis in the three strains investigated. On the other hand, the spermatogenic efficiency
was significantly higher in scid (~44 milion of cells per gram of testis). The meiotic
index showed that scid strain presents around 48% of losses along the spermatogenic
process (p<0,05), followed by the wild type (43%) and nude (38%). Higher (p<0,05)
relative mMRNA expression for the androgen receptor was found for the immunodeficient
phenotypes and the Leydig cells from this strains presented stronger

imunnohistochemestry labelling in comparison to the wild type (p<0,05). In nude and



scid, the 3 beta-HSD steroidogenic enzyme mRNA content was around ~50 and 25
times higher (p<0,05) in comparison to the wild type. The pixels evaluation showed that
the labelling intesity for 3beta-HSD was higher in nude (p<0,05). Also the mRNA
content of aromatase was higher in nude mice (p<0,05), altought the quantification did
not revealed any diferences in immunolabelling intesity. Foxnl protein was identified in
the cytoplasm and nucleus of Leydig cells in wild type and scid mice, altought it was
absent in nude Leydig cells nucleus. DNA-PKc presented a cytoplasmic distribution in
Leydig and Sertoli cells in wild type, nude and scid. Taking together, the data obtained
in the presente study demontrated that the immunodeficient nude and scid strains
presented testicular features that make them important models to investigate the
regulation mechanisms of the testis, particularly those involved in Sertoli and Leydig

cells proliferation.

Key-words: Foxnl and Prkdc genes, spermatogenesis, Sertoli cells, Leydig cells.
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Introducéo e Revisdo da literatura

1. INTRODUCAO E REVISAO DA LITERATURA

1.1. ESTRUTURA TESTICULAR EM MAMIFEROS

O testiculo dos mamiferos eutérios € um 6rgdo com forma arredondada ou
ovoide, com funcdo anficrina (enddcrina e exocrina) e que se localiza no escroto,
envolvido por uma céapsula de tecido conjuntivo fibroso, a tdnica albuginea, que emite
septos para o interior do 6rgdo delimitando os lobulos testiculares. O parénquima
testicular pode ser morfofuncionalmente dividido em dois compartimentos principais: o
compartimento intersticial (intertubular) e o compartimento dos tubulos seminiferos
(tubular). No primeiro, estdo localizadas as células de Leydig, vasos sanguineos e
linfaticos, nervos, células e fibras do tecido conjuntivo e outros tipos celulares como
macréfagos e mastécitos (Russell et al., 1990). O compartimento tubular constitui a
maior parte do testiculo, ocupando, na maioria dos mamiferos, entre 70 e 95% do
parénquima deste orgdo (Franca & Russell, 1998; Hess & Franca, 2007). Os tubulos
seminiferos sdo compostos por tanica propria, lume e epitélio seminifero. A tlnica
propria € constituida de matriz extracelular e células peritubulares midides, que s&o
contrateis e auxiliam na propulsdo dos espermatozdides e de fluido através dos tibulos
(Russell et al., 1990). O epitélio seminifero é composto pelas células de Sertoli e pelas
células germinativas, estas Gltimas em diferentes estagios de diferenciacdo. A regido
central dos tbulos compreende o lume tubular resultante da secrecdo de fluido pelas
células de Sertoli sob a influéncia dos andrdgenos, particularmente a testosterona. Este
fluido é responsavel por carrear os espermatozoOides espermiados e ainda imoveis
através de parte dos ductos excurrentes (rete testis, ductulos eferentes e ducto
epididimario).
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Introducéo e Revisdo da literatura

1.2. ESPERMATOGENESE EM MAMIFEROS

A espermatogénese é um processo ciclico, altamente complexo e bem
organizado que ocorre nos tabulos seminiferos, no qual espermatogdnias diploides se
dividem e se diferenciam para dar origem a espermatozoides maduros. Esse processo
dura cerca de 40 a 60 dias na maioria das espécies de mamiferos j& investigadas (Franca
& Russell, 1998; Franca et al., 1998; Godinho, 1999, Hess & Franca, 2007). Baseado
em caracteristicas morfoldgicas e funcionais, 0 processo espermatogénico pode ser
dividido em trés fases: (a) fase proliferativa ou espermatogonial, caracterizada por
varias e sucessivas divisdes mitoticas dos diferentes tipos de espermatogobnias; (b) fase
meiotica/espermatocitaria, na qual ocorre a duplicacdo do DNA, a recombinacgéo génica
e duas divisbes meiodticas (reducional/equacional) que resultam na formacdo de uma
célula hapléide denominada espermatide; e (c) fase de diferenciacdo ou espermiogénica,
onde as espermatides arredondadas passam por drasticas alteragdes morfoldgicas e
funcionais tais como a formacdo do acrossoma, do flagelo e a condensacdo nuclear,
resultando numa célula altamente especializada, o espermatozdéide, o qual, apds passar
pelo epididimo, estara apto para a fertilizacdo (Russell et al., 1990; Sharpe, 1994).

As células germinativas se organizam nos tdbulos seminiferos em associaces
celulares definidas como estadios, os quais se sucedem com o tempo de maneira
ordenada, formando o ciclo do epitélio seminifero (Russel et al., 1990). Cada tipo
celular em um determinado estadio estd funcionalmente associado a todos os outros
tipos celulares presentes naquele mesmo estadio. A duragdo de cada ciclo do epitélio
seminifero é uma constante bioldgica considerada espécie-especifica (Clermont, 1972) e
estd sob controle do gendtipo da célula germinativa (Franca et al., 1998). Os estadios do
ciclo podem ser classificados pelo método da morfologia tubular (Berndtson, 1977;
Franca & Russell, 1998; Hess & Franca, 2007) e pelo método do sistema acrossdmico
(Leblond & Clermont, 1952; Russell et al., 1990; Hess & Francga, 2007). No primeiro
caso, oito estadios do ciclo sdo sempre obtidos para todas as espécies e se baseia na
forma e localizagdo do nucleo da espermatide bem como a presenca de figuras de
meiose (Roosen-Runge & Giesel Jr., 1950; Courot et al., 1970; Ortavant et al., 1977). Ja
pelo sistema acrossdmico, o nimero de estadios varia de seis a quatorze nas espécies ja
investigadas, e a identificagdo dos mesmos se da pelo desenvolvimento do acrossoma
nas espermatides (Russell et al., 1990; Franca & Russell, 1998; Franca et al., 1999; Hess
& Franga, 2007). Particularmente em camundongos, foram caracterizados doze estadios

pelo sistema acrossémico (Russell et al., 1990).
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1.3. CELULAS DE LEYDIG
De maneira geral, a célula de Leydig é o componente mais abundante do

compartimento intertubular (Russell et al., 1990), sendo esta célula bastante conhecida
por sua marcante producdo de andrdgenos a partir de uma molécula base, o colesterol
(Bardin, 1996). A sua ultra-estrutura evidencia a atividade esteroidogénica deste tipo
celular a partir da visualizacdo do reticulo endoplasmatico liso bem desenvolvido,
numerosas goticulas lipidicas e mitocondrias com cristas tubulares (Russell et al.,
1996). A producdo dos hormonios esteroides ocorre através de estimulos do LH
(hormbnio luteinizante) em receptores localizados na membrana citoplasmética das
células de Leydig. Horménio este que é uma glicoproteina sintetizada e secretada na
adenohipofise, sob a influéncia do horménio liberador de gonadotrofinas (GnRH)
proveniente do hipotdlamo. O controle de retroalimentacdo negativo do LH é exercido
pela testosterona tanto na adenohipdfise quanto no hipotalamo (Shupnik & Schreihofer,
1997) (figura 1). Os andrdégenos atuam na diferenciacdo do trato genital masculino e da
genitalia externa na fase fetal (Pelliniemi et al., 1996), nas células peritubulares midides
da tanica prépria dos tdbulos seminiferos e nas células de Sertoli, estimulando a
producdo de numerosos fatores importantes para as células espermatogénicas. Além
disso, os andrdgenos sdo responsaveis pelo aparecimento dos caracteres sexuais
secundarios e manutencdo quantitativa da espermatogénese (Sharpe, 1994; Zirkin et al.,
1994; De Gendt et al., 2004).
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Figura 1: Eixo hipotdlamo-adenohip6fise-testiculo. Efeito estimulatorio (+) e inibitorio
(-). (Franca & Chiarini-Garcia, 2005 — adaptado).

A sintese de testosterona se da a partir do colesterol, captado da corrente
sanguinea e é, portanto, precedida pela translocacdo desse colesterol para a membrana
interna da mitocdndria pela proteina reguladora da esteroidogénese aguda (StAR). Essa
proteina € expressa nas adrenais e gdnadas e sua producdo € induzida pelo LH. A via
esteroidogénica se inicia na mitocondria com a conversdo do colesterol em
pregnenolona envolvendo o citocromo P450. Os passos seguintes da via esteroidogénica
ocorrem no reticulo endoplasmético liso. A partir da formacdo da pregnenolona,
existem duas vias paralelas. Na primeira, a enzima 3beta-HSD converte a pregnenolona
em progesterona. Na segunda, a enzima 17alfa-hidroxilase converte a pregnenolona em
17-OH-pregnenolona. As duas via levam a producdo de testosterona. Apos sua sintese,
a testosterona é liberada e cai na corrente sanguinea atingindo os érgéos periféricos. Na
maioria das células-alvo a testosterona é convertida em diidrotestosterona (DHT) pela
Salfa-redutase. A DHT apresenta maior afinidade pelo receptor do que a testosterona,

sendo assim um potente andrdgeno. Além disso, é possivel a formacdo de estrogenos a
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partir da testosterona ou de seu precursor androstenediona por meio da acéo da enzima
aromatase (Colleta & Carvalho, 2005) (figura 2).

AS-33-HYDROXYSTEROIDS A4-3-KETOSTEROIDS
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Figura 2: Vias da biossintese de esteroides nas células de Leydig. P450scc — citocromo
P450 side-chain cleavage. P450c17 — citocromo P450 17alfa hidroxilase/C17-20 liase.
3BHSD — 3beta hidrixiesteroide desidrogenase. 17KSR — 17 cetosteroide redutase
(17beta hidroxiesteroide desidrogenase). P450arom — citocromo P450 aromatase. Sa-
RED — 5alfa redutase. (Payne & O’Shaughnessy, 1996).

1.4. CELULAS DE SERTOLLI
A célula de Sertoli é um elemento-chave da espermatogénese e, durante este

processo, interage com as células germinativas de maneira bastante complexa, tanto
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fisica quanto bioguimicamente. As juncbes de oclusdo entre células de Sertoli
adjacentes dividem o epitélio seminifero em compartimentos basal e adluminal (Russell
& Griswold, 1993). No compartimento basal estdo localizadas as espermatogobnias e
espermatocitos primarios iniciais (pré-leptétenos/leptétenos), enquanto no adluminal
encontram-se 0s espermatocitos primarios a partir de zigdteno, espermatocitos
secundarios e espermatides. Funcionalmente, as juncdes de oclusdo compdem a barreira
de células de Sertoli que propicia um microambiente especifico e imunoprivilegiado,
essencial para o desenvolvimento do processo espermatogénico (Russell et al., 1990;
Russell & Griswold, 1993). Assim, fica bastante evidente a necessidade da interacdo das
celulas germinativas com os componentes somaticos do testiculo, principalmente
células de Sertoli, Leydig e peritubulares midides, para que 0 processo espermatogénico
transcorra de maneira normal e eficiente (Russell et al., 1994; Franca & Russell, 1998;
Welsh et al., 2009).

Além da formacdo da barreira, as células de Sertoli desempenham outras
funcbes essenciais para o desenvolvimento das células germinativas, como o
fornecimento de nutrientes e inumeros outros fatores importantes, suporte fisico
(sustentacdo) para as células espermatogénicas, fagocitose do excesso de citoplasma
(corpos residuais) resultante da liberacdo das células espermiadas bem como das células
germinativas que sofrem apoptose, além de importante funcdo de intermediacéo
hormonal na espermatogénese através de receptores para esteroides (andrégenos e
estrogenos) e para FSH (Griswold, 1993; Zirkin et al.,1994; O’Shaughnessy, 2014). As
células de Sertoli participam ainda ativamente no processo de espermiacdo das
espermatides para o lume tubular, além de serem responsaveis pela secrecéo de fluido, o
qual possui substdncias importantes para a funcdo epididimaria e maturacdo
espermatica, servindo também de veiculo para o transporte dos espermatozoides.

Em camundongos, assim como na maioria dos mamiferos ja investigados, as
celulas de Sertoli proliferam ativamente durante o periodo fetal e pré-pubere (Orth,
1984; Orth, 1993; McCoard et al., 2003). Porém, os mecanismos regulatorios
responsaveis por esta proliferacdo na fase fetal sdo até agora pouco conhecidos, sendo,
pelo menos em camundongos, independentes de gonadotrofinas (Baker &
O’Shaughnessy, 2001). No entanto, durante o periodo pds-natal, o FSH é o principal
fator responsavel pela proliferacdo das células de Sertoli (Orth, 1984; Orth, 1993;
Heckert & Griswold, 2002). Evidéncias na literatura indicam que os andr6genos sao

também importantes na determinacdo do nimero de células de Sertoli tanto na fase fetal
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(Scott et al., 2007, 2008; Auharek et al., 2012) quanto no periodo pos-natal (Sharpe et
al., 2003; Johnston et al., 2004; Atanassova et al., 2005; Auharek & Franca, 2010).
Devido ao fato de cada célula de Sertoli suportar um numero limitado de células
germinativas, o numero total destas celulas, que é estabelecido durante o periodo
proliferativo, determina o tamanho do testiculo e o nimero final de espermatozoides
produzidos e, de maneira geral, a eficiéncia espermatica (Franca et al., 2000; Cooke et
al., 2005; Leal e Franga, 2009).

Assim como o LH, o FSH é sintetizado na adenohipofise sob o estimulo do
GnRH (hipotalamo) e atua nas células de Sertoli maduras estimulando a secrecdo de
substancias importantes para o desenvolvimento da espermatogénese. Além disso, as
células de Sertoli interagem com as células germinativas e produzem inibina, que atua
diminuindo a producdo de GnRH no hipotadlamo e de FSH na adenohipdfise.

Nos testiculos de animais sexualmente maduros, as células de Sertoli estdo
completamente diferenciadas. A variagdo consideravel na forma e estrutura da célula de
Sertoli durante o ciclo do epitélio seminifero (CES) demonstra o alto grau de
plasticidade desta célula, o que reflete as alteraces morfologicas e funcionais que
ocorrem nas células germinativas (Russell et al., 1993). Um exemplo claro dessa
plasticidade € a variacdo na expressao dos receptores de andrégenos durante os estadios
do ciclo do epitélio seminifero (Bremner et al., 1994).

1.5.CAMUNDONGOS PORTADORES DA MUTACAO NO GENE Foxnl

1.5.1. Gene Foxnl
O gene Foxnl, cujo nome oficial é forkhead box N1, estd localizado no

cromossomo 11 em camundongos (Shultz et al., 1978; Byrd, 1993; Lisitsyn et al., 1994;
Segre et al., 1995; Schorpp et al., 1997) e é composto por nove exons. Esse gene
codifica o fator de transcricdo Foxnl, da familia winged helix/forkhead (Takahashi et
al., 1992; Byrd, 1993; Nehls et al., 1994), cuja expressao foi encontrada especificamente
para células epiteliais da pele (Brissette et al., 1996) e do timo (Nehls et al., 1996). A
proteina Foxnl compreende um dominio de ativagdo transcricional C-terminal
(Brissette et al., 1996; Schiddekopf et al., 1996) e um dominio de ligacdo ao DNA
(Schlake et al., 1997). A perda da funcdo de um (ou dos dois) dominio(s) leva ao
fendtipo nude. Os camundongos nude sdo portadores de mutacdo autossémica recessiva

no gene Foxnl, sendo, portanto, animais homozigotos recessivos (Foxnl-/-). Essa
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mutacdo consiste numa delecdo de um par de bases (G) no exon 3, que leva a introducao

de um stop cédon prematuro. Sendo assim, é produzida uma proteina inativa.

1.5.2. Camundongos nude

A descricdo da mutacdo no gene Foxnl se deu inicialmente por Flanagan (1966),
em artigo no qual relatava suas observagbes da descoberta de uma linhagem de
camundongo mutante espontaneo cujo fendtipo ndo possuia pelos no corpo (nude). Esse
mutante espontaneo foi encontrado na colénia de animais de estogue albino proveniente
do Virus Laboratory, Ruchill Hospital, Glasgow, UK. Com intuito de se estudar as
caracteristicas desses camundongos, as matrizes heterozigotas que deram origem ao
mutante foram armazenadas e acasaladas, o que permitiu a criagdo de um estoque deste
fenotipo nude. Flanagan observou que havia maior mortalidade nos animais sem pelos,
0 que foi posteriormente corroborado pela observacdo de que esses animais eram
atimicos, apresentando deficiéncia de linfécitos T (Pantelouris, 1968). Outros estudos
demonstraram que as duas caracteristicas (alopecia e atimia) dos camundongos nude sao
resultado de mutacdo no mesmo gene (Foxnl), que apresenta efeitos pleiotropicos
(Eaton, 1976; Nehls et al., 1996).

Através de avaliacdo histoldgica da pele foi observado que esses camundongos
apresentavam desenvolvimento normal dos foliculos pilosos até o nascimento, mas a
partir do dia 6 pds-natal, devido a queratinizacdo anormal, os fios formados comecavam
a se enovelar no infundibulo do foliculo piloso, tornando-o dilatado e, assim, esses
pelos ndo conseguiam penetrar a epiderme (Flanagan, 1966; Paus et al., 1999;
Mecklenburg et al., 2001). Macroscopicamente os camundongos nude nao possuem
pelos, mas na verdade eles apresentam um defeito na exposicao dos mesmos.

O fendtipo atimico em homozigotos se da pela falha no desenvolvimento
embrionario do timo. O timo rudimentar destes camundongos permanece pequeno e
cistico (Cordier & Heremans, 1975). Esse fenotipo causa varios defeitos do sistema
imune, incluindo-se populacdo muito reduzida de linfécitos, que é composta quase que
exclusivamente por células B. Assim, ocorre resposta deficiente a antigenos timo-
dependentes, levando a auséncia de rejeicdo a enxertos e transplantes e grande
susceptibilidade a infecgdes (Gershwin et al., 1975; Pantelouris, 1973; Rygaard, 1973;
Rygaard & Povlsen, 1974). No caso dos animais heterozigotos, ha presenca de pelos e

o0 timo tem aproximadamente 50 a 80 por cento do tamanho dos homozigotos controles.
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Uma vez que os camundongos homozigotos sdo altamente susceptiveis a
infecgBes por um amplo espectro de patdgenos, eles devem se mantidos isolados, num
ambiente livre de contaminacGes. Sob essas condi¢bes, sua vida € prolongada,
equivalendo as linhagens normais (Rygaard e Friis, 1974). Por outro lado, a auséncia do
timo e o consequente comprometimento do sistema imune, fazem desses animais
importantes modelos experimentais usados em pesquisas em oncologia, crescimento de
tumores, transplantes e imunologia, especialmente devido a ndo rejeicdo. Além disso, o
fenotipo nude presente nos camundongos é comparavel, fenotipicamente, a sindrome
humana de DiGeorge, na qual ndo ha presenca de timo em recém-nascidos, levando a
uma imunodeficiéncia (Gershwin, 1977). Nessa sindrome, ocorre uma delecdo em um

pequeno segmento do cromossomo 22.

1.5.3. Aspectos reprodutivos em camundongos nude

Existem poucas observacdes acerca da histologia testicular de camundongos
atimicos congeénitos na literatura. Shire e Pantelouris (1974) observaram a ocorréncia de
disturbio de maturacdo das espermatides, enquanto Ruitenberg e Berkvens (1977) e
Rebar e colaboradores (1982) encontraram morfologia anormal do epitélio germinativo.
Além disso, Masahiro e colaboradores (1997) também observaram degeneracdo de
células germinativas. A fertilidade das fémeas homozigotas € baixa, 0 que parece estar
relacionado tanto ao atraso na producdo de gametas no inicio da maturidade sexual
(Alten & Groscurth, 1975) quanto ao comprometimento no desenvolvimento das
glandulas mamarias nessa linhagem (Nagasawa & Yanai, 1977). Por isso, 0 sistema
mais eficiente de reproducdo usa machos homozigotos (Foxnl-/-) e fémeas
heterozigotas (Foxnl+/-) (Rygaard, 1974). Os filhotes homozigotos podem ser
identificados 24 horas pds-parto pela falta ou deformidade das vibrissas.

Camundongos nude mantidos em ambiente livre de contaminacGes possuem,
aparentemente, fungdes da glandula adrenal, da tiredide e gonadal normais e a funcéo
desses Orgaos endocrinos é a mesma encontrada para 0s animais selvagens. Apesar dos
niveis hipofisarios de hormonio de crescimento (GH) serem menores nos camundongos
nude, a funcdo do GH parece ser mantida, a julgar por sua concentracdo plasmatica e
crescimento normal destes animais (Ohsawa et al., 1974). Por outro lado, estudos de
Rebar e colaboradores (1982) mostraram que camundongos atimicos nude apresentam
concentracdes séricas de gonadotrofinas e testosterona reduzidas em comparagdo ao

selvagem. Ja Brinner e colaboradores (1986) encontraram que a sintese de esteroides €
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normal em nude, mas seus niveis séricos sao menores. O mesmo padrdo pode ser
observado em roedores timectomizados durante o periodo neonatal. Esses animais
apresentam niveis reduzidos de gonadotropinas e testosterona em relacdo aos normais
(Pierpaoli & Besedovsky, 1975).

Ainda neste cenario, existem fortes evidéncias da relacdo do timo como
regulador do sistema neuroenddcrino. Assim, foi observado que camundongos Swiss
nude atimicos apresentavam funcdo comprometida do eixo hipotadlamo-hipéfise-adrenal,
que poderia estar relacionada a falta de fatores timicos (Daneva et al, 1995). Além
disso, o fator timico denominado timulina, produzido pelas células epiteliais do timo,
parece possuir um papel fisiolégico na comunicacao timo-hipotalamo-hipéfise. Isso foi
constatado ap6s a observacdo de que a terapia génica, para reestabelecer a producgéo de
timulina em camundongos fémea nude recém-nascidos, prevenia os déficits nas
concentracdes seéricas de LH e FSH, tipicamente encontrados nestes animais adultos
(Goya et al, 2007). Por outro lado, a concentracdo de androgenos parece modular o
tamanho do timo em roedores, uma vez que dados da literatura mostram que animais
castrados apresentam aumento do timo e a evidéncia dessa regulacdo € a expressdo de

receptores de andrdgeno em células epiteliais do timo (Olsen et al., 2001).
1.6. CAMUNDONGOS PORTADORES DA MUTAC}AO NO GENE Prkdc

1.6.1. Gene Prkdc
A proteina quinase ativada por DNA (DNA-PK) é composta por duas

subunidades, uma catalitica (DNA-PKc) codificada pelo gene Prkdc e outra
heterodimérica (Ku70/80) responsavel pelo reconhecimento do DNA. Esta enzima
(DNA-PK) atua no reparo de quebras de fita dupla de DNA. Para que possa atuar no
reparo de quebra de fita dupla de DNA, a proteina DNA-PK necessita da acdo das duas
subunidades, sendo que a Ku70/80 atua reconhecendo as extremidades de DNA livres e
recrutando a subunidade catalitica (DNA-PKCc) que, apés fosforilada, se torna ativa. Em
seguida, as extremidades livres de DNA sdo processadas e ligadas novamente por um
complexo protéico de reparo e a integridade do DNA ¢é restaurada. Esse tipo de reparo é
denominado jungéo de extremidades ndo-homdlogas (NHEJ).

A enzima DNA-PK apresenta importante papel na recombinacdo dos segmentos
variavel (V), diversidade (D) e juncéo (J) dos genes de imunoglobulinas e de receptores
de células T. Essa recombinacdo V(D)J é um processo que utiliza NHEJ para promover

a diversidade do sistema imune. Uma vez que os camundongos scid ndo completam a
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recombinacdo génica V(D)J, as suas células T e B ndo se tornam maduras e, por isso,
ndo desenvolvem as respostas imunes humoral e mediada por célula (Lieber et al., 1988;
Lieber et al., 1989).

1.6.2. Camundongos scid

Imunodeficiéncia severa combinada (SCID) é uma sindrome que resulta na
perda da imunidade por linfécitos T e B. Essa sindrome foi inicialmente reconhecida em
criancas por volta de 1950, nas quais se observava o Obito entre um e dois anos apos
nascimento caso ndo recebessem transplante de medula éssea normal (Glanzmann &
Riniker, 1950; Hitzig et al., 1958). Esta caracteristica de imunodeficiéncia também foi
identificada em equinos e caninos. Nestas espécies, os filhotes afetados apresentam uma
sobrevida de apenas alguns meses apds o nascimento (Perryman, 2004). O fendtipo
SCID néo é decocorrente de uma doenca genética Unica, mas consiste de um grupo de
doengas que podem ter diversas causas: ligada ao cromossomo X (Gitlin et al, 1959;
Puck, 1999), heranca autossdmica recessiva (Glanzmann & Riniker, 1950) ou, em
algum casos, sem evidéncia de transmissdo genética (Hitzig et al., 1958).

Camundongos scid foram identificados pela primeira vez por Bosma e
colaboradores em 1983, a partir de um grupo de animais de linhagem BALBI/c
congénica (C.B-17). Em seguida, observou-se que esses camundongos eram
severamente deficientes em linfocitos B e T e altamente susceptiveis a infeccdes por
causa da sua inabilidade de gerar resposta imune antigeno-especifica (Schuler et al.,
1986; Lieber et al., 1988; Malynn et al., 1988; Blackwell et al., 1989; Lieber et al.,
1989; Bosma & Carroll, 1991). Em 1989, Bosma e colaboradores concluiram que a
condicdo observada nesses camundongos se dava devido a mutacdo recessiva no
cromossomo 16, responsavel pela atividade de uma enzima envolvida no reparo de
DNA (DNA-PKCc ou polipeptideo catalitico da proteina quinase ativada por DNA).

Pelo fato de apresentarem imunodeficiéncia mais severa que os camundongos
nude, os camundongos scid suportam melhor enxertos e transplantes de células, tecidos
e tumores, funcionando como importantes modelos experimentais. Devido a sua
imunodeficiéncia, esses camundongos devem ser mantidos em ambiente livre de
patogenos e de infeccdes para ter sua expectativa de vida semelhante aos camundongos

normais.
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1.6.3. Aspectos reprodutivos em camundongos scid

A literatura disponivel acerca dos aspectos reprodutivos de camundongos scid é
bastante escassa. Apesar de serem considerados férteis, Hamer e colaboradores (2003)
observaram que 0s camundongos scid apresentam aumento de apoptose de
espermatocitos em paquiteno no estadio IV do CES. A susceptibilidade deste tipo
celular nesta fase do ciclo est4 correlacionada com o ponto de checagem da meiose
(Hamer et al., 2003; De Rooij & De Boer, 2003).
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2.  JUSTIFICATIVA

A caracterizacdo de modelos experimentais ¢ fundamental para a compreenséo
da biologia reprodutiva a fim de viabilizar a utilizacdo dos mesmos para o estudo dos
diferentes aspectos relacionados com a reproducgédo/espermatogénese.

Os camundongos mutantes para 0s genes Foxnl(nude) e Prkdc (scid) constituem
modelos importantes e amplamente utilizados para diversos tipos de estudos e
experimentos, particularmente em oncologia e abordagens envolvendo transplantes e
enxertos de 6rgaos e/ou tecidos. Esta importancia deve-se ao fato destes camundongos
apresentarem fenétipo imunodeficiente, que embora por vias diferentes, resulta na
subsequente auséncia/diminuicdo da rejeicdo tecidual. No entanto, a literatura
disponivel sobre os aspectos reprodutivos de camundongos machos nude e scid é
bastante escassa, embora haja evidéncias de alteragdes no perfil hormonal nos mutantes
para 0 gene Foxnl e na espermatogénese nos individuos Prkdc ™ (Pierpaoli &
Besedovsky, 1975; Hamer et al., 2003).

Desta forma, com a finalidade de ampliar o conhecimento acerca do testiculo,
particularmente da espermatogénese, destas importantes linhagens murinas no presente
trabalho investigamos de maneira mais detalhada, a partir de um estudo comparado com
animais de fenotipo selvagem, a funcdo testicular de camundongos machos adultos

BALB/c portadores das mutaces nos genes Foxnl e Prkdc.
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3. OBJETIVOS

3.1. OBJETIVOS GERAIS

O objetivo do presente estudo é o de se caracterizar a estrutura e funcgéo

testiculares de camundongos BALB/c nude e scid, comparativamente a camundongos

selvagens, através de analises morfofuncionais, estereol6gicas e imunohistoquimicas,

além da avaliacdo da expressdo dos genes Foxnl (nude) e Prkdc (scid).

3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

Obter dados biométricos (peso corporal e peso testicular) dos animais avaliados,
para subsequente determinacdo do indice gonadossomatico (IGS).
Avaliar por meio de morfometria 0s seguintes parametros testiculares de

camundongos das trés linhagens investigadas:

a. Frequéncia de estadios do CES classificados de acordo com o sistema

acrossémico;

b. Didmetros tubular e do lume tubular, bem como a altura do epitélio

seminifero;

c. Proporcdo volumétrica dos componentes do compartimento tubular
(epitéelio seminifero, lume, tunica propria) e intertubular (vasos sanguineos,

espaco linfatico, células de Leydig e tecido conjuntivo);
d. Proporcao nucleo/citoplasma e didmetro nuclear das células de Leydig;

e. Numeros celulares para o célculo do: indice de células de Sertoli,
coeficiente de mitoses espermatogoniais, indice meiotico, razbes celulares
(nimero  de  paquitenos/pré-leptotenos e  numero  de  pre-

leptétenos/espermatogbnias) e rendimento geral da espermatogénese;

f. Comprimento total de tabulos seminiferos por testiculo e por grama de
testiculo, bem como a produgdo espermaética diaria por testiculo e por grama

de testiculo;

g. NUumero de células de Sertoli e de Leydig por testiculo e por grama de

testiculo;
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Avaliar a expressdo dos genes Foxnl e Prkdc nos testiculos de camundongos
BALB/c selvagens e portadores de mutagdo nesses genes por meio de
imunohistoquimica.

Avaliar através de imunohistoquimica a expressdo dos receptores de LH e
andrdgeno e das enzimas esteroidogénicas aromatase e 3beta-HSD nos testiculos
dos camundongos das trés linhagens investigadas.

Quantificar a intensidade de marcagdo imunohistoquimica das células de Leydig
por meio da avaliacdo da intensidade de pixels dos seguintes marcadores:
receptor de andrdgeno, 3beta-HSD e aromatase em camundongos selvagens e
nas linhagens imunodeficientes.

Quantificar por gPCR a expressdo dos genes receptor de andrégeno, 3beta-HSD

e aromatase em BALB/c selvagem, Foxnl” e Prkdc™".
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. ANIMAIS EXPERIMENTAIS

Dezesseis camundongos machos, sexualmente maduros (70 dias), de cada uma
das linhagens investigadas (BALB/c selvagem, BALB/c nude e BALB/c scid) foram
utilizados conforme a distribuicdo que segue: nove animais foram destinados para
anélises morfométricas através de microscopia de luz, quatro para as analises
imunohistoquimicas e trés tiveram seus testiculos coletados para avaliacdo da expressao
génica por gPCR. Os camundongos imunodeficientes foram mantidos em ambiente sem
contaminagdes, em microisoladores com filtracdo de ar, e foram alimentados com
racOes e agua autoclavados. Os procedimentos utilizados foram aqueles aprovados de
acordo com as recomendaces do Comité de Etica em Experimentacio Animal da
Universidade Federal de Minas Gerais (CETEA/UFMG, protocolo 123/2013).

4.2. COLETA E PROCESSAMENTO DOS TESTICULOS

Os trés camundongos utilizados para avaliacdo da expressdo génica foram
pesados, orquiectomizados e os testiculos congelados em nitrogénio liquido e
armazenados em freezer a -80 °C. Os demais animais (13) tiveram seus testiculos
fixados por perfusdo intracardiaca. Com a finalidade de facilitar a lavagem do leito
vascular, aproximadamente 15 minutos antes da perfusdo 0s animais receberam
heparina (0,1mL/100mg peso corporal). Em seguida, os camundongos foram
anestesiados por meio de injecdo intraperitoneal de Tiopental sodico (Thiopentax®)
0,1mg/25g peso corporal. Apo6s a abertura da cavidade torécica, um cateter (22G =
1mm) foi introduzido no ventriculo esquerdo e o leito vascular lavado com solugdo
salina 0,9%, a uma pressao de aproximadamente 80mmHg. Apos esta etapa foi feita a
perfusdo com glutaraldeido a 4% em tampdo fosfato 0,05M (para analises
morfomeétricas) ou Bouin (para imunohistoquimica), por aproximadamente 25 minutos.
Os testiculos foram entdo retirados, pesados e recortados em fragmentos de 1 a 2mm de
espessura. Estes fragmentos foram re-fixados por imersao no mesmo tipo de fixador por
mais 12 a 24 horas, a 4° C. Em seguida, os fragmentos testiculares foram desidratados
em sequéncia crescente de alcoois e incluidos em glicol metacrilato para anéalises
histomorfométricas ou paraplast para imunohistoquimica. Para as analises
histomorfométricas, 0s cortes histologicos de 4um de espessura foram obtidos no

microtomo rotativo Leica RM 2165 e posteriormente corados com azul de toluidina -
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borato de sodio a 1%. Em seguida, as laminas foram montadas com Entellan

(Laboratdrio Merck) e analisadas em microscopio Olympus BX40.

4.3. ESTIMATIVA DA FREQUENCIA DE ESTADIOS DO CICLO DO
EPITELIO SEMINIFERO

A frequéncia de estadios do ciclo do epitélio seminifero caracterizados de acordo
com o método do sistema acrossomico (Russell, 1990) foi obtida a partir da contagem
de 250 seccdes transversais por animal de tabulos seminiferos que apresentaram o

contorno mais circular possivel.

4.4. MORFOMETRIA DOS COMPONENTES TESTICULARES

Todas as analises morfométricas que serdo detalhadas nos proximos itens
seguiram o mesmo padrdo e metodologias previamente descritas por Neves et al., 2002;
Franca & Godinho, 2003; Leal et al., 2004; Leal & Franca, 2006; Almeida et al., 2006;
Costa, 2009; Silva, et al., 2010.

4.4.1. Diametro tubular

O didmetro tubular e altura do epitélio por animal foram obtidos a partir da
mensuracdo ao acaso de 30 seccOes transversais de tubulos seminiferos que
apresentaram contorno o mais circular possivel. Estas medidas foram realizadas
utilizando-se régua micrométrica adaptada a uma das oculares de 10x, em aumento final
de 400x.

4.4.2. Proporcao volumétrica (%) e volume dos componentes do testiculo

As proporgdes volumétricas foram realizadas com o auxilio de reticulo com 441
interseccdes (pontos) acoplado a ocular no aumento de 400x. Foram analisados 15
campos escolhidos ao acaso, perfazendo-se um total de 6615 pontos. Os componentes
testiculares avaliados no espaco tubular foram: epitélio seminifero, lume e tdnica
propria. Ja no espaco intertubular as células de Leydig, vasos sanguineos, espacos
linfaticos e tecido conjuntivo foram os elementos avaliados. Como a densidade do
testiculo € muito proxima de 1 (1,03 a 1,04; Franga, 1991; Franga & Godinho, 2003), o
peso liquido do testiculo foi considerado igual ao seu volume. Para se obter medida
mais precisa do volume testicular, o percentual equivalente da tunica albuginea (~3,5%
em camundongos adultos) foi excluido do peso testicular. Assim, o volume de cada

componente do testiculo foi determinado como sendo o produto entre o percentual
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ocupado pelo componente considerado e o volume do testiculo, conforme férmula

abaixo:

V =V.X/100
onde: V= volume do componente no testiculo (uL)
V1 = volume total do parénquima testicular (uL)
X = percentual (%) ocupado pelo componente no testiculo

4.4.3. Comprimento total dos tabulos seminiferos
O comprimento total dos tabulos seminiferos (CT) por testiculo, expresso em
metros, foi estimado a partir do conhecimento do volume ocupado pelos tubulos
seminiferos no testiculo e do diametro tubular médio obtido para cada animal. A
seguinte férmula foi empregada (Attal & Courot, 1963):
CT=VTS/nR?

onde: VTS é o volume liquido dos tabulos seminiferos no testiculo

7R*é a area da seccdo transversal de tGbulos seminiferos
R € o raio, ou seja, diametro tubular dividido por 2
O comprimento de tabulo seminifero por grama de testiculo corresponde a razdo
entre o comprimento tubular total e o peso liquido do testiculo.
4.4.4. Contagem do numero de células germinativas e de células de Sertoli
por seccdo transversal de tubulo seminifero no estadio VII do CES
Esta analise tem como principal objetivo fornecer dados para se investigar
quantitativamente a evolugé@o do processo espermatogénico através de indices ou razdes
celulares. As contagens dos diferentes tipos celulares investigados foram obtidas em 10
secgOes transversais de tubulos seminiferos, com perfis 0 mais arredondado possiveis,
no estadio VII do ciclo do epitélio seminifero e em aumento de 1000x. Os seguintes
tipos celulares foram avaliados:
e Espermatdcitos primarios em paquiteno
e Espermatides arredondadas
e Nucléolo de célula de Sertoli
Todas as contagens obtidas para as células da linhagem espermatogénica
foram corrigidas para o didmetro nuclear e espessura do corte histolégico, utilizando-se
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a féormula de Abercrombie (1946), modificada por Amann & Almquist (1962),

conforme segue:

Numero corrigido = Contagem obtida x Espessura do corte

Espessura do corte + V(DM/2)? - (DM/4)?

Onde: DM = didmetro nuclear médio

O didmetro nuclear médio representa a media do didmetro de 10 nucleos de
células germinativas por estadio e por animal. Estes diametros foram medidos com o
auxilio de ocular micrométrica de 10x, acoplada a objetiva de 100x, propiciando
aumento final de 1000x.

As contagens de células de Sertoli foram corrigidas para o didametro nucleolar e
espessura do corte histoldgico, utilizando-se a mesma metodologia empregada para a
correcdo do nimero de células germinativas. Desta forma, foram quantificadas somente
células de Sertoli com nucléolo visivel, os quais tiveram seus didmetros medidos da
mesma forma citada para as células germinativas.

4.4.5. Razdes entre numeros celulares

A partir das contagens celulares feitas no estadio VI para se estimar a eficiéncia
do processo espermatogénico e da célula de Sertoli, foram calculadas as razfes entre 0s
nameros corrigidos de células espermatogénicas e entre estas Gltimas e as células de
Sertoli. As seguintes razdes baseadas nas contagens feitas no estadio V11 foram obtidas:

e Espermatides arredondadas/espermatécitos primarios em paquiteno
(indice meidtico)

e Espermatides arredondadas/nucléolos de célula de Sertoli (eficiéncia da
célula de Sertoli)

4.4.6. Populagéo de células de Sertoli por testiculo

De posse do comprimento total dos tubulos seminiferos, do nimero corrigido de
nucléolos de células de Sertoli, e do valor da espessura do corte (um) pode-se estimar o

namero de células de Sertoli por testiculo, conforme formula abaixo:

NCS= CTxN°CS

EC
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Onde: NCS = nimero de células de Sertoli por testiculo
CT = comprimento total dos tibulos seminiferos (um)
N° CS = ntmero corrigido de células de Sertoli por seccéo transversal
EC = espessura do corte
Além disso, dividindo-se o valor obtido para o nimero de células de Sertoli por
testiculo pelo peso liquido testicular, obtém-se o numero de células de Sertoli por grama
por testiculo.
4.4.7. Proporcdo nacleo/citoplasma, diametro nuclear e nimero das células
de Leydig
As proporcdes nucleo/citoplasma de células de Leydig foram estimadas
utilizando-se ocular com reticulo com 441 interseccBes (pontos) por campo, em
aumento final de 1000x. Procurou-se obter um total de aproximadamente 1000 pontos
por animal. O didmetro nuclear por animal foi obtido a partir da mensuracao ao acaso de
30 nucleos, utilizando-se aumento de 1000x.
A partir da propor¢do obtida e do diametro nuclear, foi possivel estimar os
volumes nuclear, citoplasmatico e individual das células de Leydig:
Volume nuclear = 4/37R?
Onde: R = Raio nuclear (diametro nuclear / 2)
n=23,1417
Volume citoplasmatico = % citoplasma x volume nuclear / % nucleo

Volume celular = volume nuclear + volume citoplasmatico

De posse do volume (um?) das células de Leydig, da proporcdo volumétrica (%)
das mesmas no testiculo, e do volume total (L) ocupado por estas células no testiculo,
foi calculado o nimero de células de Leydig por testiculo e por grama de testiculo, em
cada animal:

NC = (V/Vn)/PT

onde:  NC = numero total de células
V = volume liquido ocupado pelo tipo celular no parénquima testicular (uL)
Vn = volume celular da célula de Leydig (um3)
PT = média do peso liquido do testiculo (g)

4.4.8. Producéo espermatica diaria por testiculo e por grama de testiculo
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Esta estimativa foi feita de acordo com Franca (1992), utilizando-se a seguinte
formula:

PED = N° total de células de Sertoli por testiculo x ICS x frequéncia do estadio VII (%)

Duracéo do estadio VI (dias)
onde: PED = producdo espermatica diéria;
ICS = nimero de espermatides arredondadas por célula de Sertoli no estadio
VII

PED por grama de testiculo = PED/ peso liquido do testiculo

Para o calculo da producdo espermatica diaria foi utilizada a dura¢do do CES
para a linhagem BALB/c selvagem (8,8 dias) ja determinada no Laboratério de Biologia
Celular ICB/UFMG (Avelar et al., 2004) e que se encontra dentro do intervalo esperado
para camundongos (Oakberg, 1956; Clermont & Trott, 1969). Deste modo, a duragéo do
estadio VII (dias) de cada animal investigado foi obtida a partir da multiplicacdo da

frequéncia deste estadio pela duracdo de um ciclo espermatogeénico.

45. ANALISE DA EXPRESSAO GENICA POR gPCR

Testiculos de trés camundongos de cada linhagem foram coletados para analise
dos niveis relativos de mRNA para as proteinas referentes ao receptor de androgeno, 3
beta-HSD e aromatase. A expressao de beta-actina foi obtida para normalizacdo dos
valores de expressdo das proteinas de interesse. Os camundongos utilizados foram
pesados e seus testiculos congelados em nitrogénio liquido e armazenados a -80 °C. O
RNA total foi extraido das amostras usando o reagente Trizol. O tecido foi
homogeneizado em um eppendorf contendo 1mL de Trizol para cada 50 mg de tecido.
Em seguida, adicionou-se 200uL de cloroférmio para cada 1mL de Trizol., agitando-se
vigorosamente por 15 segundos, levando-se a incubacdo por 3 minutos & temperatura
ambiente. O homogenato foi centrifugado a 12000g durante 15 minutos a 4°C. O
sobrenadante incolor foi removido cuidadosamente e transferido para outro tubo no qual
se adicionou 500uL de isopropanol, invertendo-se posteriormente o tubo por 3
vezes. ApOs esta etapa, aguardou-se 15 minutos para ocorrer a precipitacdo do RNA,
antes de se submeter novamente o material a centrifugacdo a 12000g durante 15
minutos a 4°C. Apos a remocdo do sobrenadante, o pellet de RNA foi lavado por duas

vezes com 1mL de etanol 75% gelado, sendo homogeneizado em vértex e centrifugado
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a 7500¢g durante 3 minutos a 4°C em cada lavagem. Ap6s 0 RNA secar por 2 horas, este
foi ressuspenso em 5uL de 4agua tratada com dietilpirocarbonato (DEPC),
homogeneizando-se com a pipeta. A concentracdo do mesmo foi determinada por
espectrofotometria no aparelho Nanodrop.

O RNA obtido foi entdo submetido a transcri¢do reversa seguida de reacdo em
cadeia da polimerase. Inicialmente a amostra de RNA foi tratada com DNAse
utilizando-se 5pL de 10x DNAse tampéo, 1puL de DNAse, 10ug de RNA e agua DEPC
para completar 50puL. Em seguida, os eppendorfs foram incubados em banho-maria a
37°C por 30 minutos. A fim de parar a reacdo, acrescentou-se 5uL de DNAse solucédo
de parada (inibidor da reacdo). Apds esse passo, 0s eppendorfs foram homogeneizados
em vortex a temperatura ambiente por 2 minutos, centrifugados a 10000g por 90
segundos e o sobrenadante transferido para 5 recipientes com um volume de 10uL cada.
Na etapa de sintese de cDNA, cada amostra de RNA tratada com DNAse foi pipetada
num volume de 10uL, e a este foram adicionados também tampdo da transcriptase
reversa M-MuLV (1pL), dNTP (0,8uL), inibidor de RNAse Ribolock (1uL), buffer 10x
(2uL), OligodT (1pL) e &gua (g.s.p. 20uL). Os eppendorfs foram, em seguida, levados
ao termociclador no seguinte programa: 25°C por 10 minutos, 37°C por 120 minutos,
85°C por 5 minutos e o cDNA assim obtido.

Os primers escolhidos para o presente estudo (Tabela 1) foram obtidos a partir
de sequéncias ja validadas (http://pga.mgh.harvard.edu/primerbank) e sintetizadas pela
Integrated DNA Technologies (IDT).

Tabela 1: Primers usados para estudos de expressdo génica.

Primer Sequéncia

Receptor de andrégeno forward 5’- CTGGGAAGGGTCTACCCAC - ¥
Receptor de androgeno reverse 5’- GGTGCTATGTTAGCGGCCTC - 3°
Aromatase forward 5’- ATGTTCTTGGAAATGCTGAACCC - 3’
Aromatase reverse 5’- AGGACCTGGTATTGAAGACGAG - 3
3 beta-HSD forward 5’ - TGGACAAAGTATTCCGACCAGA - 3’
3 beta-HSD reverse 5’- GGCACACTTGCTTGAACACAG - ¥
Beta-actina forward 5’- GGCTGTATTCCCCTCCATCG - 3’
Beta-actina reverse 5’- CCAGTTGGTAACAATGCCATGT - 3’

Com a finalidade de se padronizar os primers, foram testadas trés concentracdes
(200nM, 400nM e 800nM) no programa de gPCR StepOnePlus, Real-Time PCR

System (Life) de acordo com os parametros descritos na Tabela 2.
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Apbs a padronizacdo dos primers e, a partir do cDNA gerado, 0 ensaio de gPCR
foi realizado. Para cada amostra de cDNA pipetou-se 2puL da mesma, 15uL de SYBR
Green PCR Master Mix (Thermo), 3uL (para a concentragédo de 800nM), 1,5uL (para a
concentracdo de 400nM) ou 0,75uL (para a concentracdo de 200nM) do primer forward e
do primer reverse, e agua (g.s.p. 30uL). Apds homogeneizar, dividiu-se o volume final
de 30pL a uma duplicata. Em seguida, configurou-se o StepOnePlus Real-Time PCR
System (Life) usando o programa da Tabela 2. Cada placa foi repetida com 0os mesmos

parametros.

Tabela 2: Detalhamento do programa de qPCR usado para quantificacdo da expressao
génica.

Passo Temperatura Tempo
Holding stage 1 95°C 10 minutos
_ 2 95°C 15 segundos
Cycling stage (45x) 3 50°C L minuto
4 95°C 15 segundos
Melt Curve Stage 5 60°C 1 minuto
6 95°C 15 segundos

4.6. IMUNOHISTOQUIMICA

Fragmentos dos testiculos de 4 animais destinados a imunohistoquimica foram
fixados por perfusdo vascular em solucdo de Bouin. Este material foi desidratado,
incluido em paraplast, e seccBes histologicas com 4um de espessura foram obtidas.
Estas seccOes foram aderidas em laminas tratadas com poli-L-lisina (Sigma),
desparafinizadas em xilol e hidratadas em concentracdes decrescentes de etanol e agua
destilada.

A recuperacdo antigénica foi realizada utilizando-se tampdo citrato (pH 6,0) em
microondas, com poténcia maxima, por cinco minutos contados a partir da ebulicdo.
Apbs o resfriamento, o bloqueio da peroxidase endogena foi realizado através da
incubacéo dos cortes com perdxido de hidrogénio a 3%, por 30 minutos. Em seguida, as
laminas foram incubadas com soro normal por 30 minutos e depois com o anticorpo
primario “overnigth” a 4°C. Foram utilizados anticorpos para a identificagdo dos

receptores de LH e androgeno, e das enzimas esteroidogénicas aromatase e 3beta-HSD.
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Foram também testados anticorpos anti-Foxnl e anti-DNA-PKc. Todos estes anticorpos
foram testados quanto a titulacdo ideal. Posteriormente, as laminas foram lavadas em
tampdo e incubadas com o anticorpo secundério biotinilado por 60 minutos, seguido da
incubacdo com o complexo estreptavidina-peroxidase (Peroxidase Dual Link System-
Dako Envision), por 30 minutos, a temperatura ambiente. A reacdo foi revelada com
diaminobenzidina (DAB) e os cortes contra-corados com Hematoxilina de Mayer. Apos
esta etapa, as laminas foram analisadas para se investigar os tipos celulares marcados,
bem como a localizacdo dos mesmos no parénquima testicular. Para todas as reacoes
foram realizados controles negativos, nos quais o anticorpo primario foi substituido pela
solucéo contendo soro normal e que foi utilizada para realizar as diluigdes.

4.6.1. Quantificacdo da expressdo imunohistoquimica

A fim de se quantificar a expressdo do receptor de andrdgeno, aromatase e
3beta-HSD nas células de Leydig, foram capturadas 6 imagens aleatérias do parénguima
testicular de cada animal (4 animais no total). Sendo obtidas assim 24 fotos por grupo e
aproximadamente 60 células por animal. Cada uma dessas imagens foi tratada no
programa Photoshop CS3 v10.0 sendo convertidas em escala de cinza, e em seguida, as
cores foram invertidas. ApOs esse passo, as mesmas foram analisadas no programa
Image J. As células marcadas foram circuladas (0 nucleo inteiro em marcacoes
nucleares ou uma regido de citoplasma para marcacfes citoplasmaticas) e os valores
obtidos no histograma (que correspondem a intensidade de pixels) foram coletados,
sendo as médias para cada animal obtidas a partir das 6 fotos tiradas. Para se excluir a
variacdo de background que possivelmente fosse encontrada, circulou-se uma regido
sem células (Itmen de tubulo seminifero ou de vaso sanguineo, por exemplo) e o valor

obtido no histograma foi subtraido dos valores de cada célula avaliada.

4.7. ANALISES ESTATISTICAS

Os dados foram testados quanto a normalidade e homocedacidade e submetidos
a analise de variancia (ANOVA), sendo as médias comparadas pelo teste de Student-
Newman-Keuls. Correlacdo de Pearson foi utilizada para se avaliar a relacdo entre duas
varidveis. Todas as analises foram realizadas utilizando-se o programa GraphPad Prism
5 (GraphPad Software, Inc). Os resultados obtidos foram expressos como média + EPM

(erro padrdo da média) e o nivel de significancia considerado foi de p<0,05.
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5. RESULTADOS

5.1. PESO CORPORAL, TESTICULAR E INDICE GONADOSSOMATICO
A média dos pesos corporal e testicular bem como o indice gonadossomatico

(IGS; massa testicular total/massa corporal x 100) obtidos para as trés linhagens
investigadas estdo apresentados na Tabela 3. Conforme pode ser observado, ndo houve
diferenca no peso corporal entre 0s grupos investigados. Entretanto, o peso testicular de
nude foi cerca de 20 % menor (p<0,05) em relacdo ao BALB/c selvagem. O menor 1GS
(p<0,05) entre as linhagens estudadas foi observado em nude.

Tabela 3: Dados biométricos de camundongos machos BALB/c selvagem, nude e scid
(média £ EPM).

selvagem nude scid
Peso corporal (g) 26+0,5%* 28+0,8° 25+1°
Peso testicular (mg) 102 +1,8° 83+52° 89+6,4%®
IGS 0,8+0,02° 0,6 +0,03" 0,7+0,03°

*Letras diferentes na mesma linha denotam diferenca estatisticamente significativa (p<0,05).

5.2. MORFOMETRIA DO TESTICULO
As analises morfométricas do testiculo nas trés linhagens investigadas estdo

representadas na Tabela 4. O percentual de tabulos seminiferos variou de maneira
significativa entre os grupos e apresentou correlacdo positiva e significativa com o
percentual de epitélio seminifero em nude (r=0,82) e scid (r=0,87). O lume (%) e a
tunica propria (%) foram diferentes entre os grupos (p<0,05) e apresentaram uma
relacdo inversa, onde a ocorréncia de maior percentual de lume determinava o menor
valor de tunica propria. Particularmente em nude, a correlacdo lume/tunica propria foi
alta (r=-0,84) e significativa (p<0,05). Os percentuais de espaco intertubular e células de
Leydig foram diferentes (p<0,05) entre os grupos, sendo os maiores valores encontrados
nas linhagens imunodeficientes. Assim, uma correlagdo positiva e significativa foi
encontrada entre 0 compartimento intertubular e porcentagem de células de Leydig para
nude (r = 0,82) e scid (r = 0,91). O didmetro tubular assim como a altura do epitélio e o
lume tubular foram maiores (p<0,05) em nude em comparagdo com scid e selvagem.

Por outro lado, o comprimento total de tubulo seminifero obtido por testiculo e por
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grama de testiculo foi significativamente menor em nude em relacdo as demais
linhagens.

Os volumes ocupados pelos diferentes componentes do parénquima testicular
estdo listados na tabela 4. O volume do testiculo foi significativamente menor em nude
(~80 pL) em comparacdo as linhagens selvagem (~99 uL) e scid (~86 uL). Por outro
lado, o volume ocupado pelos tubulos seminiferos foi maior (p<0,05) na linhagem
selvagem (~91 uL). Nesta mesma tabela observa-se que o volume ocupado pelas células
de Leydig foi de ~4, ~6 e ~7 uL, respectivamente em selvagem, nude e scid, sendo estes
valores significativamente diferentes. Correlacdo positiva e significativa foi encontrada
entre o volume ocupado pelos tubulos seminiferos e o volume de epitélio seminifero nas
trés linhagens (selvagem, r = 0,90; nude, r = 0,99; scid, r = 0,99), denotando que este é o
componente que mais influencia na variacdo do volume dos tabulos seminiferos (entre
81 e 99%). Também positiva e significativa foi a correlacdo entre o volume de tabulos
seminiferos e o comprimento tubular total em selvagem (r = 0,97), nude (r = 0,95) e scid
(r = 0,95). O volume do lume tubular apresentou correlagéo positiva com a populagao
de célula de Sertoli por testiculo nas linhagens selvagem e scid, sendo respectivamente,
r =0,75 e r = 0,74 (p<0,05). Nas linhagens imunodeficientes o volume do espaco
intertubular correlacionou-se positivamente com o volume de célula de Leydig (nude, r
=0,92; scid, r = 0,69; p<0,05).
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Tabela 4: Histometria dos testiculos de camundongos BALB/c selvagens, nude e scid

(média + EPM).

Selvagem nude scid
Volume liquido do testiculo® 99+ 2% 80 +5° 86+7°
Proporcéo volumétrica
(%)/Volume (uL) b b b
92 +0,004%/91 + 2° 90+£0,01°/72+£5 88+0,01°/76 + 6
Espaco tubular
Epitélio seminifero 80+0,01%/79 +2° 78+ 0,005 %62 +4° 78 +0,01%/68 + 6°°
Lume 94+0,01%9+0,7* 75+0,005°6+0,6° 4,1+0,001%4 %
0,3¢
TUnica propria 3+0,001%3+0,1° 45+0,002°3+02% 6,2+0,004°5+
06"
Espaco intertubular 8+0,004%8+0,4° 10+0,01°/8+05% 12+0,01%10+0,5
b
Células de Leydig 4+0,004%4+04*  7+0006°6+06° 9+001%7+03°
Vaso sanguineo 2,6+0,003%3+0,3* 2,6+0,004%2+0,3% 15+0,002"1,2+
0,2°
Vaso linfatico 0,93+0,001%1+0,1* 0,13+0,0004°0,1+ 0,45+ 0,001°0,4 +
0,003° 01°
Outros 0,5+ 0,0003%0,5 + 0,3 +0,001%0,2 + 1,5+ 0,002 °/1,3 +
0,004° 0,082 0,2°
Diametro Tubular (um) 224 +2° 243 + 3° 212 +3°
Comprimento tubular total
Grama de testiculo 23+0,4°% 19+04° 25+0,6°
(m/g)
Testiculo (m) 2,3+0,07° 1,5+0,09° 2,1+0,15°¢

*Letras diferentes na mesma linha denotam diferencas estatisticamente diferentes (p<0,05).
! Corresponde ao peso bruto do testiculo menos o peso da tlnica albuginea.
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5.3. FREQUENCIA DE ESTADIOS
A Figura 3 mostra as frequéncias relativas dos estadios nas trés linhagens de

camundongos investigadas. Assim, entre os grupos foram observadas diferencas
significativas na frequéncia dos estadios I, 1I/111, V, VI, VII, VIII, X e XII. O estadio
VII, no qual ocorre a espermiagdo, foi o mais frequente (~19% - 26%) em todas as
linhagens investigadas. Particularmente nos estadios | e V1II a variacéo existente entre a
maior e menor frequéncia foi maior que 108%. A Figura 4 apresenta a frequéncia
combinada dos estadios em camundongos, tomando como referéncia a ocorréncia da
meiose. A fase pré-mei6tica, que corresponde aos estadios VIII - XI em camundongos
ficou em torno de 32%, ndo variando significativamente entre as linhagens investigadas;
entretanto, a fase das divisbes meidticas (estadio XII) em nude foi mais frequente que
na linhagem selvagem (4,6% e 2,4%, respectivamente). Embora as frequéncias tenham
se concentrado na fase pds-meidtica (~64%), nenhuma diferenca estatistica foi
verificada entre os grupos investigados.

30-
b
a af
20- I1E
EFH
: .
o HEE
S H a la HHH
2 Haf L HHE L a
H LH M, HHH  H a aa
101m6H BH al HHb HHH L fa2 @
HRH Hele 2x HHo HEB HHE 2BH HEH BR. HRC @ Selvage
HHH HRH 2aH HH: HEE HOH gEE HEHE HHE HHE 12
HHH HEE aHE HEE HHH HRE BEH HHE HEE HHE 2Rs nude
HHHE BEE EEH HEH HRE GEE R HEH BHE BRE sl = scid
oHHH HEH HEH HHH HHH ENH BEH BHE HEH B EEE scl
VR QRN NN
N SO HE SN

Estadios do CES

Figura 3: Frequéncia de estadios do CES classificados de acordo com o método do
sistema acrossomico em camundongos da linhagem BALB/c selvagem, nude e scid.
Diferencas significativas foram encontradas para os estadios I, 1l/111, V, VI, VII, VIII, X e
XII. Letras diferentes denotam diferenca estatisticamente significativa (p<0,05).
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Figura 4: Frequéncias dos estadios do CES agrupados em fases pré-
meidtica (A), meiotica (B) e p6s-meidtica (C) em camundongos BALB/c
selvagem, nude e scid. Letras diferentes denotam diferenca estatisticamente
significativa (p<0,05).
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54. CONTAGENS  CELULARES E  QUANTIFICACAO DA
ESPERMATOGENESE

5.4.1. PopulacGes e Raz0es celulares
A Tabela 6 apresenta os valores médios obtidos para os nimeros corrigidos de

células espermatogénicas e de nucléolo de célula de Sertoli avaliados no estadio VII nas
trés linhagens de camundongos investigadas. A avaliagdo dos numeros de
espermatdcitos primarios em paquiteno e espermétides arredondadas demonstrou um
valor semelhante entre os grupos. Nas linhagens imunodeficientes observou-se que 0
nimero de nucléolos de células de Sertoli foi semelhante, porém significativamente
maior que aquele encontrado em selvagem.

Tabela 5: Numeros corrigidos de células germinativas e nucléolos de células de Sertoli

por seccao transversal de tabulos seminiferos no estadio VII do CES de camundongos
BALBI/c selvagens, nude e scid (média + EPM).

selvagem nude scid
Nucléolo CS 6+02°% 7+0,3° 8+0,4°
Espermatdcito primario em paquiteno 27+0,7° 28 +0,9 ° 30+0,9°
Espermatide arredondada 63+2° 69+4° 62+2°

*Letras diferentes na mesma linha denotam diferencas estatisticamente diferentes (p<0,05).

As razBes celulares obtidas a partir das contagens realizadas no estadio VII do
CES estdo apresentadas na Tabela 7. Conforme pode ser observado, aproximadamente 8
espermatides arredondadas foram encontradas por celula de Sertoli na linhagem scid,
correspondendo a menor eficiéncia da célula de Sertoli (p<0,05) entre os trés grupos
estudados. O indice meidtico (razdo entre o nimero de espermatides arredondadas e
espermatocitos primarios em paquiteno) apresentou variagdo maxima de ~16% entre as
linhagens, sendo respectivamente para scid, selvagem e nude: 2,1; 2,3 e 2,5 (p<0,05).

Estes valores indicam o numero real de espermatides arredondadas formadas a partir de
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um espermatocito primario, revelando as perdas durante as divisdes meioticas (~38 -
48%).

Tabela 6: Razdes entre nameros celulares corrigidos, obtidos no estadio VII do CES
em camundongos BALB/c selvagens, nude e scid (médiat EPM).

selvagem nude scid
Espermatide Ar : Célula de Sertoli 105+02%  98+05° 79+05°"
Espermatide Ar :Espermatocito | P 2,3+0,004% 25+0,1° 2,1+0,04°

Espermatdcitos primarios em paquiteno (P); Espermatides arredondadas (Ar).
*Letras diferentes na mesma linha denotam diferencas estatisticamente diferentes (p<0,05).

5.4.2. Numero de Células de Sertoli e Producédo Espermética Diaria

Os calculos dos numeros médios de célula de Sertoli por testiculo e por grama
de parénquima testicular foram estimados a partir do conhecimento do nimero corrigido
de células de Sertoli encontrado por seccdo transversal do tubulo no estadio VII e do
comprimento total de tubulos seminiferos. Este calculo parte do pressuposto que a
populacdo deste tipo celular é estavel ao longo dos diferentes estadios do CES (Franca,
1991). Assim, na Tabela 8 observa-se que os nimeros de célula de Sertoli por testiculo
e por grama de testiculo ficaram igualmente distribuidos entre dois patamares diferentes
(p<0,05); um inferior, no qual estavam incluidas as linhagens nude (2,8 x 10°% 34,6 x
10°, respectivamente) e selvagem (3,5 x 10°% 35 x 10° respectivamente) e outro
superior, representado pela linhagem scid (4,3 x 10°%; 50,7 x 10°, respectivamente).

Tabela 7: Numeros de células de Sertoli por testiculo e por grama de testiculo em
camundongos BALB/c selvagens, nude e scid (média + EPM).

selvagem nude scid
Células de Sertoli/testiculo (10°) 35+0,1% 28+0,2° 43+0,3"
Células de Sertoli/g de testiculo (10°) 35+1° 35+2° 51+3°

*Letras diferentes na mesma linha denotam diferencas estatisticamente diferentes (p<0,05).

Conforme apresentado na Figura 5, a produgdo espermatica diaria por testiculo
variou ~30% entre 0 menor (nude; 3,06 x 10°%; p<0,05) e o maior (selvagem; 4,05 x 10°)
valor obtido para os grupos investigados. A amplitude de variagdo encontrada para a
producdo espermatica didria por grama de testiculo (eficiéncia espermatogénica)
correspondeu a ~15% entre nude (37,8 x 10°% p<0,05) e scid (43,8 x 10°). A producéo
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espermatica diaria por testiculo apresentou correlacdo positiva e significativa com o
namero de células de Sertoli por testiculo em selvagem, nude e scid (r = 0,84; r=0,86; r
= 0,73; respectivamente). O pardmetro volume de epitélio seminifero demonstrou uma
interacdo positiva e significativa com a producdo espermatica diaria por testiculo,
especificamente nos grupos de camundongos imunodeficientes (nude, r = 0,94; scid, r =
0,91).
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Figura 5: Producdo espermatica diaria por testiculo (A) e por grama de testiculo (B) em
camundongos BALB/c selvagem, nude e scid. Letras diferentes denotam diferenga estatisticamente
significativa (p<0,05).

5.5 MORFOMETRIA DAS CELULAS DE LEYDIG
Diferencas marcantes foram encontradas para o tamanho da célula de Leydig

entre as linhagens investigadas (Tabela 9). Assim, o volume individual da célula de
Leydig em nude (~619 pum°®) correspondeu a 43% do volume obtido em BALB/c
selvagem (~1444 um?®) (p<0,05). Para todos os parametros investigados, os valores
observados na linhagem imunodeficiente scid ficaram num patamar intermediario entre

os valores obtidos para nude e selvagem.

Tabela 8: Parametros de células de Leydig (um®em camundongos selvagens, nude e
scid da linhagem BALB/c.

selvagem nude scid
Volume nuclear 228+5% 155 + 8° 207 +10°
Volume citoplasmético 1216 +95°  465+57°  760+35°
Volume individual 1444 + 99 @ 619 + 63° 967 +43°¢

" Letras diferentes na mesma linha denotam diferencas estatisticamente diferentes (p<0,05).
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Os numeros de células de Leydig por testiculo e por grama de testiculo foram
diferentes (p<0,05) entre as linhagens investigadas, conforme demonstrado na Figura 6.
Contudo, observou-se que estes parametros estavam marcadamente aumentados no
grupo nude em comparacdo ao grupo selvagem. Assim, os numeros de células de
Leydig por testiculo e por grama de testiculo obtidos para nude corresponderam
respectivamente a 3,4 e 4 vezes aqueles encontrados para a linhagem selvagem.
Especificamente em nude, o nimero de células de Leydig por grama de testiculo
apresentou correlacdo negativa com o volume celular individual (r = - 0,69; p<0,05) e
producdo espermatica didria por grama de testiculo (r = - 0,82; p<0,05). Nos
camundongos da linhagem scid, o nimero de célula de Leydig por grama de testiculo
correlacionou-se positivamente com o percentual de compartimento intertubular (r =
0,86, p<0,05) e negativamente com o peso testicular (r = - 0,91; p<0,05) e producéo
espermatica diaria por testiculo (r = - 0,96; p<0,05). Para os animais de fendtipo
selvagem, os numeros de células de Leydig por testiculo e por grama de testiculo
demonstraram correlagéo negativa com o volume nuclear (r = -0,73; r = - 071; p<0,05).
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Figura 6: Numero de células de Leydig por testiculo (A) e por grama de testiculo (B) em camundongos
BALB/c selvagem, nude e scid. Letras diferentes denotam diferenca estatisticamente significativa
(p<0,05).

5.6. ANALISE DA EXPRESSAO GENICA POR gqPCR

A expressao relativa do mRNA do receptor de androgeno, aromatase e 3beta-HSD
foi avaliada pelo método de PCR em tempo real (qPCR) (Figura 7). Assim, em ambas
as linhagens imunodeficientes os niveis relativos de mRNA do receptor de andrégeno
estavam ~25 vezes mais elevados (p<0,05) em comparagdo com o selvagem (Figura
5A). O conteido de MRNA da enzima esteroidogénica 3beta-HSD (Figura 7B) foi cerca

de 25 vezes maior em scid e ~50 vezes maior em nude comparando-se com a linhagem

47



Resultados

selvagem (p<0,05). Um aumento de aproximadamente 5 e 15 vezes na quantidade
relativa de mRNA para aromatase (p<0,05) foi observado na linhagem nude em
comparacdo com o fendtipo scid e selvagem, respectivamente (Figura 7C). Por outro

lado, o conteudo de mRNA da aromatase foi semelhante entre scid e selvagem.
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Figura 7: Quantificacdo da expressdo do mRNA do receptor de androgenos (A) e das enzimas 3beta
HSD (B) e aromatase (C) nos testiculos de camundongos BALB/c nude e scid em relagdo ao selvagem.
A linha tracejada representa o valor de 1 determinado para o BALB/c selvagem e as colunas referem-se
a quantidade relativa de mRNA em comparacgdo ao selvagem. (*) representa diferenca estatisticamente
significativa (p<0,05) em relacdo ao selvagem. Ndo foram encontradas diferengas significativas entre
nude e scid para receptor de androgenos e 3beta-HSD, apenas para aromatase.
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5.7. IMUNOHISTOQUIMICA

A fim de se investigar a funcdo das células testiculares nas trés linhagens estudadas,
foram realizadas reacdes imunohistoquimicas para o receptor de andrdgeno, receptor de
horménio luteinizante, as enzimas esteroidogénicas 3beta-HSD e aromatase, e para 0s
produtos especificos dos genes Foxnl e Prkdc. Assim, a marcacao para o receptor de
androgeno foi encontrada limitada ao nucleo nas células peritubulares midides, células
endoteliais, células de Sertoli e células de Leydig nas trés linhagens investigadas
(Figura 8). Por meio da quantificacdo da intensidade de pixels (Figura 9) foi possivel
verificar que as células de Leydig das linhagens imunodeficientes (nude e scid)
apresentaram marcacdo mais forte em comparacdo com selvagem (p<0,05).
Particularmente em nude, a expressdo do receptor de andrégeno mostrou uma
correlacdo negativa, porém significativa, com a populacdo de células de Leydig por

testiculo.
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Figura 8: Imunohistoquimica para o receptor de
andrégeno em testiculos de camundongos BALB/c
selvagem (A), nude (B) e scid (C). S, célula de Sertoli;
P, célula peritubular miéide; L, célula de Leydig. Barra
=20 pm.
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Figura 9: Quantificagdo da expressdo do receptor de andrégenos
nas células de Leydig de camundongos BALB/c selvagem, nude e
scid. Letras diferentes denotam diferenga estatisticamente
significativa (p<0,05).

A imunomarcacdo para o receptor do hormoénio luteinizante (rLH) mostrou a
distribuicdo na membrana citoplasmatica das células de Leydig nas trés linhagens de

camundongos investigadas (Figura 10).
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Imunohistoquimica para 0 receptor de
luteinizante em testiculos de camundongos

BALB/c selvagem (A), nude (B) e scid (C). Nas trés

Figura 10:
hormdnio

linhagens investigadas a cabega de seta indica a marcagao
na membrana plasmatica nas células de Leydig. Barra

um.

=20
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Para as enzimas esteroidogénicas 3beta-HSD e aromatase foi observado um padréo
de marcagdo citoplasmatica das células de Leydig nos camundongos imunodeficientes e
selvagem (Figura 11). Entretanto, a avaliacdo de pixels demonstrou que a intensidade de
marcacdo para a 3beta-HSD foi maior (p<0,05) em nude (Figura 12 A) e que a
aromatase encontrava-se igualmente distribuida entre os grupos estudados (p>0,05)
(Figura 12 B). Contudo, correlagcdo positiva e significativa foi observada entre
aromatase e a populacao de células de Leydig apenas na linhagem imunodeficiente scid.
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Aromatase

Figura 11: Imunohistoquimica para as enzimas esteroidogénicas 3beta-HSD e aromatase em
testiculos de camundongos BALB/c selvagem (A e B), nude (C e D) e scid (E e F). Observe forte
marcac&o citoplasmatica nas células de Leydig nas trés linhagens investigadas. Barra = 35 pum.
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Figura 12: Quantificacdo por pixels da expressdo das enzimas 3beta-HSD (A) e aromatase (B)
nas celulas de Leydig de camundongos BALB/c selvagem, nude e scid. Letras diferentes
denotam diferenca estatisticamente significativa (p<0,05).

A imunohistogquimica realizada para a proteina Foxnl mostrou a expressdo deste
gene nas células de Leydig (Figura 13) nas trés linhagens investigadas. Assim, foi
observada uma distribuicdo citoplasmatica e nuclear em selvagem e scid (Figura 13 A e

13 C), entretanto a marcagao de nicleo estava ausente em nude (Figura 13 B).
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Figura 13: Distribuicdo do fator de transcricdo Foxnl em
testiculos de camundongos BALB/c selvagem (A), nude
(B) e scid (C). Note em A e C, a expressao da proteina no
citoplasma e nlcleo das células de Leydig (seta). Por outro
lado, a marcagdo nuclear estava ausente nas células de
Leydig em B (cabega de seta). Barra = 35 um
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De modo semelhante, a reacdo de imunohistoquimica especifica para a DNA-
PKc revelou a distribuicdo citoplasmatica desta enzima nas células de Leydig e de
Sertoli em selvagem, nude e também em scid (Figura 14). Particularmente nas células
de Sertoli, a imunomarcacao evidenciou as por¢des do citoplasma desta célula somatica
dispostas entre as células germinativas nas diferentes fases da diferenciacdo celular
(Figura 14 D).

Figura 14: ldentificacdo da proteina DNA-PKc em testiculos de camundongos BALB/c selvagem (A), nude
(B) e scid (C). Note no compartimento intertubular (*) padrdo de marcacdo citoplasmatica nas células de
Leydig e nas células de Sertoli no tbulo seminifero. Observe em D a marcagdo positiva (seta) revelando as
projecdes da célula de Sertoli. Barra A - C = 35 um; Barra D = 14 pym.
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Discussao e conclusfes

6. DISCUSSAO E CONCLUSOES

Embora os camundongos nude e scid sejam modelos experimentais importantes,
surpreendentemente existem poucos trabalhos na literatura que abordam a estrutura e a
funcdo testiculares nessas linhagens. Assim, o objetivo do presente estudo foi o de se
investigar de maneira detalhada, os varios parametros morfofuncionais do testiculo de
camundongos mutantes para os genes Foxnl e Prkdc, de maneira comparada com
animais de fenotipo selvagem.

A biometria testicular representa um parametro muito importante para a avaliagéo
androldgica de mamiferos, pois, além de fornecer informacdes sobre a normalidade do
Orgdo, permite estimar, por exemplo, a taxa de producdo espermatica (Amann, 1970;
Amann & Schanbacher, 1983; Franca & Russell, 1998). Ainda, os testiculos representam
um determinado percentual do peso corporal, correspondendo esta relacdo ou
investimento na reproducdo ao indice gonadossomatico (IGS) (Setchell & Breed, 2006).
No presente estudo ndo foi observada variacdo no peso corporal entre 0s grupos, de
modo que 0 menor IGS observado em nude correspondeu a interferéncia do menor peso
testicular obtido para esta linhagem. Contudo, este valor ainda se encontrava dentro do
intervalo esperado para camundongos (0,55 - 0,8; Clermont & Trott, 1969; Avelar et al.,
2004).

A proporcdo entre os compartimentos tubular (espermatogénico) e intertubular
(esteoidogénico) é bastante varidvel em mamiferos (Franca e Russell, 1998; Godinho,
1999; Neves, 2001; Almeida, 2002; Leal, 2004; Soares, 2009), sendo um dos principais
fatores responsaveis pela variacdo da producdo espermatica entre as espécies. Em
camundongos, 0s tubulos seminiferos correspondem a aproximadamente 92% do
parénquima testicular (Clermont & Trott, 1969; Avelar et al., 2004). Entretanto, nas
linhagens imunodeficientes investigadas, particularmente em scid, o percentual de
tubulo seminifero obtido foi inferior aquele esperado para camundongos. Ao contrério,
nestes mesmos grupos mutantes, o compartimento intertubular correspondeu a um
percentual superior a media para camundongos, representada pela linhagem selvagem.
Conforme sera discutido mais detalhadamente adiante, o componente do espaco
intertubular que mais contribuiu para este aumento e que sofreu marcantes variagoes
entre as linhagens investigadas foi a célula de Leydig. Assim, o percentual ocupado

pelas células esteroidogénicas assim como o volume total destas células nos testiculos
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das linhagens imunodeficientes foi cerca de 80-120% maior que a media para
camundongos selvagens.

A literatura pertinente a camundongos de linhagens selvagens (O’Keane et al.,
1986; Avelar et al., 2004) relata a existéncia de nitida tendéncia na qual individuos de
menor peso corporal apresentam também menor diametro tubular médio. Assim, esta
tendéncia, presente também em outras espécies de mamiferos (Okwun et al., 1996;
Cordeiro Janior, 2009; Soares, 2009), foi observada nas linhagens de camundongos
portadoras de mutacdo investigadas no presente trabalho. Assim, scid e nude,
corresponderam ao menor e maior diametro tubular, respectivamente. Ademais, a
correlagdo encontrada entre o didmetro tubular e peso corporal (r = 0,80) na linhagem
scid indica claramente esta relagéo.

O volume dos diversos componentes testiculares é diretamente influenciado pelo
peso liquido do testiculo, o que explica algumas dissonancias entre os resultados de
propor¢do volumétrica e volume dos diferentes componentes do testiculo observadas no
presente estudo. Além disso, foi possivel verificar, a partir dos altos valores de
correlagdes, que o parametro epitélio seminifero corresponde ao principal responsavel
pelas varia¢fes no volume de tdbulos seminiferos.

O comprimento total de tObulos seminiferos é diretamente influenciado pelo
volume de tubulos seminiferos, mantendo uma relagdo inversa com o didmetro tubular
(Attal & Courot, 1963). Assim, de acordo com o0s achados do presente estudo, 0s
valores obtidos para este importante parametro testicular retrataram o volume de tdbulo
seminifero das mesmas, variando em funcdo deste pardmetro e ndo das diferencas
encontradas para o diametro tubular. Neste sentido, as linhagens mutantes, nas quais o
volume de tdbulo seminifero estava diminuido em relacdo ao selvagem, apresentaram,
por conseguinte, 0 menor comprimento total de tibulos seminiferos por testiculo.

A frequéncia dos estddios do ciclo do epitélio seminifero é classicamente
considerada uma constante para uma determinada espécie (Hochereau, 1963). Apesar de
pouco conclusivos, relatos na literatura indicam que as frequéncias dos estadios podem
ser alteradas por fatores tais como o uso de drogas (Rosiepen et al., 1995; Brilhante et
al., 2012) e aquecimento do testiculo (Chowdhury e Steinberger, 1964). Os animais do
presente estudo foram submetidos as mesmas condicGes, de modo que a flutuacdes
observadas quanto a distribuicdo das frequéncias dos estadios nas linhagens mutantes
poderiam ser explicadas, pelo menos em parte, a caracteristica genética dos mesmos.

Evidéncias na literatura sugerem que a frequéncia dos estadios, agrupada em fases de
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acordo com a ocorréncia da meiose, pode ser determinada filogeneticamente entre
membros da mesma familia, em mamiferos (Franca & Russell, 1998; Almeida et al.,
2006; Costa et al., 2008; Leal & Franga, 2008; Cordeiro Junior, 2009; Soares et al.,
2009; Silva et al., 2009). Assim, para a maioria das espécies de roedores ja investigadas,
a fase pré-meidtica corresponde a 20-30% do total do ciclo, enquanto a fase pos-
meidtica ocupa 60-70% (Cordeiro Junior, 2009). Neste contexto, apesar das variagdes
observadas no presente estudo quanto a distribuicdo da frequéncia de estadios nas
linhagens investigadas, o padrao tipico de roedores foi mantido ap0s o agrupamento em
fases pré e pos-meioticas.

A proliferacdo e apoptose correspondem a mecanismos que controlam o ndmero
de células espermatogénicas suportadas pelas células de Sertoli, garantindo a
homeostase do processo espermatogénico. Além disso, estes mecanismos podem
traduzir uma competicdo por fatores importantes para a manutencdo das células
germinativas durante a espermatogénese (Jacobson et al.,1997; De Rooij, 1998). Neste
contexto, a contagem e indices celulares em estadios especificos do CES fornecem
substratos para se avaliar detalhadamente a espermatogénese nas diferentes espécies.
Objetivamente, o indice meidtico (numero de espermatides arredondas formadas a partir
de espermatdcitos primarios em paquitenos) e a capacidade de suporte da célula de
Sertoli (nimero de células germinativas por célula de Sertoli) possibilitam a avaliagdo
das perdas celulares (apoptose) que ocorrem durante a fase meidtica e a estimativa da
eficiéncia espermatogénica (Franca & Russell, 1998; Johnson et al., 2000; Hess &
Franca, 2007; Soares, 2009). Neste contexto, as perdas celulares durante a fase meiotica
em camundongos, variam entre 30 e 43% (Clermont & Trott, 1969; Avelar et al., 2004).
Assim, observou-se que em scid hd uma perda maior de células espermatogénicas
durante a meiose (48%) estando este valor acima do intervalo considerado para esta
especie. Este dado € corroborado pela literatura, a qual descreve maior numero de
apoptose em espermatocitos em paquiteno do estagio IV para camundongos que
carreiam uma mutacdo do gene Prkdc (Hamer et al., 2003; De Rooij & De Boer, 2003).
Paralelamente, as células de Sertoli de camundongos scid apresentaram uma capacidade
de suporte inferior (7,9) aquela esperada para camundongos e demais roedores ja
investigados (Clermont & Harvey, 1965; Clermont & Trott, 1969; Sinha Hikim et al.,
1988; Van Haaster & De Rooij, 1993; Paula et al., 1999; Rocha et al., 1999; Avelar et
al., 2004; Segatelli et al., 2004; Fran¢a, 2007; Leal & Franca, 2008 e 2009; Cordeiro
Junior, 2009; Cordeiro Junior et al, 2009; Costa & Franca, 2009).
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Em mamiferos o nimero de células de Sertoli por testiculo é estabelecido durante
0 periodo pré-pubere (Orth, 1993; Franca et al., 2000), fase na qual se observa intensa
atividade proliferativa destas células, regulada principalmente pelo FSH e hormonios
tireoidianos (Orth, 1993; Cooke et al., 1994; Franca et al., 2000; Holsberger et al.,
2003). Alem disso, tem sido atribuido aos andrégenos importante papel na determinacéo
do namero de células de Sertoli durante as fases fetal (Scott et al., 2007) e pos-natal
(Sharpe et al., 2003, Auharek et al., 2010) em roedores. Embora o perfil hormonal de
camundongos mutantes para a DNA-PKc néo tenha sido relatado para nenhuma fase do
desenvolvimento pds-natal, o0 maior nimero de células de Sertoli por testiculo e por
grama de testiculo encontrado para os camundongos scid, demonstra claramente a maior
atividade proliferativa desta importante célula somatica do testiculo. A avaliacdo
indireta da acdo de androgenos através de gPCR e imunohistogquimica com
quantificacdo de pixels para o receptor de androgeno, indicou marcacdo mais intensa
nos testiculos de camundongos imunodeficientes scid adultos. Ademais, 0 maior
namero dessas células poderia também estar relacionado a um aumento no seu periodo
de proliferacdo, que em camundongos termina por volta de 15 dias ap6s 0 nascimento
(Holsberger et al., 2005). Em decorréncia do maior numero de células de Sertoli e
comprimento tubular total, e da correlagéo positiva que existe entre estes parametros e a
producdo espermatica didria, a linhagem scid mostrou melhor eficiéncia
espermatogénica (producao espermatica diaria por grama de testiculo), embora o valor
encontrado de ~44 milhdes esteja dentro do intervalo considerado para camundongos
(Clermont & Trott, 1969; Avelar et al., 2004).

Os andrégenos secretados pelas células de Leydig sdo responsaveis pelo
desenvolvimento do trato genital, aparecimento dos caracteres sexuais secundarios e
pela manutencdo do processo espermatogénico e da fungdo e estrutura das glandulas
sexuais acessorias (Sharpe, 1994; Pelleniemi et al., 1996). De maneira geral, existe uma
grande variacdo no volume individual da célula de Leydig, estando o valor observado
para a maioria dos mamiferos ja investigados situado entre 1000 e 2000 um?® (Almeida,
2002). No presente estudo, o volume da célula de Leydig na linhagem nude
correspondeu a ~43% do selvagem, encontrando-se, portanto, abaixo do patamar
inferior esperado para camundongos (Clermont e Trott, 1969; Avelar et al., 2004).
Assim, é importante ressaltar que entre as varias espécies e linhagens de roedores ja

investigadas no Laboratorio de Biologia Celular (Paula et al., 1999; Avelar et al., 2004;
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Leal e Franca, 2008; Cordeiro Junior, 2009; Costa, 2009), o valor encontrado para nude
(~619 pm®) foi superior apenas ao de O. nigripes (393 pm®).

A semelhanca do que ocorre com o volume celular individual, também o nimero
de células de Leydig € bastante variado entre as espécies de mamiferos, de modo que o
numero de células de Leydig por grama de testiculo situa-se entre 20 — 40 milhGes
(Russell, 1996; Franca & Russell, 1998; Hess & Franga, 2007). Particularmente em
camundongos nude, estudos qualitativos mostraram que o nimero de células de Leydig
encontra-se diminuido aos 20 dias de idade, poréem atingindo distribuicdo semelhante ao
camundongo normal apds o estabelecimento da puberdade (Rebar et al., 1982). No
presente estudo, ao contrario, observou-se que em camundongos nude adultos a
populacdo de células de Leydig equivale a 4 vezes o numero desta célula em
camundongos selvagens. Corroborando a este achado, correlacdo negativa entre o
volume celular individual e o nimero de células de Leydig por grama de testiculo foi
encontrada em nude, seguindo a tendéncia observada para roedores, na qual as espécies
cujo volume individual estava dentro de um patamar superior, a eficiéncia
espermatogénica era menor (Cordeiro Junior, 2009). Embora com uma amplitude mais
baixa, 0 mesmo foi observado para os camundongos imunodeficientes scid.

Estudos correlacionando a estrutura e a funcdo da célula de Leydig em varias
espécies de mamiferos mostraram que variacGes na secrecdo de testosterona resultam
mais da capacidade individual dessa célula em secretar este andrégeno do que de
diferencas no volume total das mesmas no testiculo (Ewing et al., 1979). Neste
contexto, as células de Leydig dos camundongos nude parecem ser menos eficientes na
producdo dos esterdides sexuais, particularmente a testosterona, uma vez que 0s niveis
deste andrégeno permanecem diminuidos nestes animais inclusive durante a idade
adulta (Rebar et al., 1982). O LH é o principal fator estimulador da funcéo das células
de Leydig (Keeney et al., 1988), contudo, estudos em ratos demonstraram que esta
gonadotrofina é essencial para a expressdo da enzima P450c17, mas ndo para a 3beta-
HSD (Keeney et al., 1988). Ainda, sabe-se que os camundongos mutantes para 0 gene
Foxnl apresentam também niveis reduzidos de gonadotrofinas (Rebar et al., 1982).
Neste sentido, o fato de no presente trabalho ter-se encontrado maior contetdo de
mRNA para a enzima esteroidogénica 3beta-HSB pode sugerir uma tentativa de
compensacdo para melhor aproveitamento do substrato disponivel, ou seja a
pregnenolona, uma vez que a via adicional dependente da P450cl17 pode ndo estar

contribuindo para a esteroidogénese. A aromatase corresponde a enzima fundamental
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para a conversdo de testosterona em estradiol, estando alocada no citoplasma da célula
de Leydig e sua sintese controlada principalmente pelo LH (Genissel et al., 2001). O
surpreendente aumento desta enzima em camundongos nude poderia corresponder a um
efeito compensatério a fim de garantir os niveis de estrogeno adequados a funcédo
testicular.

E importante ressaltar que as diferencas encontradas entre os valores obtidos por
quantificacdo da expressdo imunohistoquimica e gPCR para as enzimas aromatase e
3beta-HSD estdo associadas as diferentes técnicas utilizadas. O método de
imunohistogimica permite visualizar a expressao celular de proteinas e a quantificacéo
de sua expressdo se da pela intensidade de pixels, enquanto o método de qPCR
quantifica a expressao de mRNA em um ¢rgdo avaliado. Sendo assim, os niveis de
deteccdo de cada um dos métodos, bem como sua sensibilidade determinam as
diferencas observadas.

No presente trabalho observou-se pela primeira vez a expressao da proteina Foxnl
nos testiculos de camundongos BALB/c selvagens. Através de imunohistoquimica, foi
possivel observar que a proteina Foxnl parece ser produzida no citoplasma das células
de Leydig e também é expressa no nucleo destas células. Por ser um fator de
transcricdo, o Foxnl atua no nucleo celular regulando a expressdo de diversos genes.
Nesse contexto, encontrou-se expressao citoplasmatica para as trés linhagens
investigadas, sendo que a expressdo nuclear apenas ndo foi observada nos camundongos
nude. Esses camundongos mutantes possuem uma delecdo de um unico par de base (G)
no exon 3 do gene Foxnl, gerando um stop cdédon prematuro que resulta numa proteina
Foxnl que termina antes do dominio de ligacdo ao DNA. Neste sentido, apesar da
presenca da proteina, conforme observado através da marcacdo imunohistoquimica
positiva para a Foxnl no citoplasma das células de Leydig de camundongos nude, a
mesma expressao ndo pode ser observada no nucleo, uma vez que essa proteina ndo é
ativa nessa linhagem especifica de camundongos. Diante disso, a distribuicio
citoplasma/ndcleo encontrada para o fator de transcrigdo Foxnl nas linhagens selvagem
e scid sugere sua participacdo na regulacdo génica das células de Leydig. Assim, o fator
de transcricdo Foxnl poderia atuar de maneira direta ou mesmo indireta, na regulagéo
da via esteroidogénica. Outro importante aspecto que deve ser ressaltado com relagéo
aos animais mutantes Foxnl é a auséncia do timo, uma vez que este 6rgdo, a partir do
fator timulina, tem sido implicado a regulagdo do eixo hopotalamo-hipdfise-gbnada
(Daneva et al, 1995; Goya et al, 2007; Reggiani et al., 2009), desempenhando um
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importante papel na estimulacédo da sintese de testosterona via LH em ratos a partir de 6
semanas pos-natal (Wise, 1998). Embora esta via de sintese de testosterona envolvendo
timulina e LH ndo tenha sido detalhada para camundongos, dados encontrados no
presente estudo, como por exemplo, o nimero de célula de Sertoli, poderiam indicar a
conservacao deste mecanismo.

A enzima DNA-PK desempenha um importante papel no reparo de quebras das
fitas duplas de DNA nas células sométicas. Nos testiculos, estd associada
particularmente com a manutencdo da integridade do genoma, onde atua como uma
“guardid” durante a fase meidtica da espermatogénese, de maneira independente de
outras proteinas de reparo de DNA, além de participar ativamente do complexo de
reparo das fitas duplas de DNA em espermatogdnias expostas a radiacdo (Hamer et al.,
2003; Ahmed et al., 2007). Assim, a presenca da proteina DNA-PKCc ja foi descrita no
nucleo de células da linhagem germinativa e citoplasma das células de Sertoli e Leydig
(Goedecke et al., 1999; Hamer et al., 2003). Neste contexto, os achados do presente
estudo corroboram a participacdo das células de Sertoli e de Leydig na sintese da
subunidade catalitica da enzima de reparo, uma vez que a proteina foi encontrada
distribuida apenas no citoplasma dessas células somaticas. A semelhanca do mecanismo
de mutacdo que afeta o gene Foxnl, a mutacdo no gene Prkdc também gera um stop
cédon prematuro, de modo que a proteina é sintetizada, e apesar de se acumular no
citoplasma como nas demais linhagens, € inativa nos camundongos portadores do
fenotipo scid (Bosma et al., 1989).

Em sintese, os resultados obtidos no presente estudo possibilitaram a melhor
compreensdo da funcéo testicular dos camundongos com fenétipo imunodeficiente nude
e scid. Neste contexto, foi demonstrado pela primeira vez, a partir de dados
histomorfométricos, que as proteinas Foxnl e DNA-PKc poderiam desempenhar um
papel na manutencdo da funcdo e estrutura testiculares normal. Assim, pelo fato da
linhagem imunodeficiente scid ter apresentado variagOes significativas quanto ao
namero de células de Sertoli, poderia ser considerada como um modelo em potencial
para 0 estudo mais detalhado da biologia desta importante célula somética do testiculo
durante as fases perinatal e pos-natal. Por outro lado, os camundongos nude se
caracterizaram como modelos interessantes para o estudo do papel do timo na regulagéo
do eixo hipotalamo-hipodfise-gbnada e sua relacdo com a regulacdo da funcéo e
proliferacdo das células de Leydig. Em conclus&o, a partir dos dados apresentados, ficou

demonstrado que as linhagens imunodeficientes nude e scid apresentam caracteristicas
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testiculares que as tornam modelos importantes para se investigar os mecanismos de
regulacdo do testiculo, particularmente as vias e fatores que, durante o desenvolvimento
pos-natal, estariam desempenhando um papel no controle da proliferacdo das células de
Sertoli e de Leydig em mamiferos.
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