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RESUMO

A habilidade reprodutiva dos machos sexualmente maduros esta relacionada a
capacidade dos testiculos em produzir elevado nimero de espermatozoides
viaveis e androgeno em concentracdo adequada para maturacdo dos O6rgaos
reprodutivos e comportamento envolvido nesse processo. Para tais fungdes, as
células de Sertoli e células de Leydig orqguestram diretamente as respectivas
etapas. Apesar da grande diversidade de serpentes no Brasil e no mundo, pouco
se sabe sobre como essas células somaticas respondem frente a sazonalidade
reprodutiva, principalmente sobre machos das regides tropicais. Diante disso, o
presente trabalho avaliou as modifica¢cdes morfofuncionais das células de Leydig
e Sertoli desenvolvidas como resposta de adaptacao sazonal as diferentes fases
de atividade testicular (regresséo, recrudescéncia e espermatogénese completa)
na cascavel. Constatou-se que para alcancar a homeostase perante as
condic@es inibitdrias e estimulatérias, Crotalus durissus apresentaalteracdes na
morfologia e composi¢ao da organizacao da célula de Sertoli (CS) e células de
Leydig (CL), assim como em suas populacdes. Durante a regressao foi
encontrado a eliminacdo de células germinativas através de entose, além do
conhecido processo de apoptose. Para a rapida remocédo de células germinativas
durante a regresséao, essas foram fagocitadas pela CS e seus subprodutos lipidicos
foram armazenados em corpos lipidicos, para garantir a nutricio do compartimento
tubular de acordo com a demanda sazonal. A CL também apresentou plasticidades
morfoldgicas e funcional diante das demandas sazonais, sugerindo que a testosterona

€ necessaria tanto para o processo espermatogénico quanto para o comportamento

reprodutivo masculino em serpentes.

Palavras-chave: Entose; Plasticidade celular; Proliferacdo e morte de células

somaticas testiculares.



ABSTRACT

The reproductive ability of sexually mature males is related to the capacity of the
testes to produce a high number of viable sperm and an adequate concentration
of androgens for the maturation of the reproductive organs and the behavior
involved in this process as well. For such functions, Sertoli cells and Leydig cells
directly orchestrate the respective processes. Despite the great diversity of
snakes in Brazil and abroad, little is known about how these somatic cells
respond to reproductive seasonality, especially on males from tropical regions.
Therefore, the present study evaluated the morphofunctional changes of Leydig
and Sertoli cells developed as a response of seasonal adaptation to the different
phases of testicular activity (regression, recrudescence and complete
spermatogenesis) in the rattlesnake. However, it was found that to achieve
homeostasis in the face of seasonal changes, Crotalus durissus undergoes
changes in the morphology and composition of Sertoli cell (SC) and Leydig cells
(LC), as well as in their populations. During regression, the elimination of germ
cells through enthosis was found, in addition to the known process of apoptosis.
For rapid removal of germ cells during regression, they were digested by SC and
their lipid products were stored in lipid bodies, to ensure the nutrition of the tubular
compartment according to seasonal demand. LC also showed morphological and
functional plasticity in face of seasonal demands, suggesting that testosterone is
necessary both for the spermatogenic process and for the male reproductive

behavior in snakes.

Key-words: entosis; Cell plasticity; Proliferation and death of testicular somatic
cells.
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1. INTRODUCAO

O processo reprodutivo representa um evento critico na vida dos individuos
ao demandar substancial investimento energético, principalmente para animais
ectotérmicos (Vitt e Caldwell, 2013). Assim, muitas espécies desenvolveram
estratégias sazonais que permitem adequar oS custos energéticos de seus
esforcos reprodutivos diante de mudancas anuais do ambiente (Nakane e
Yoshimura, 2014; Nishiwaki-Ohkawa e Yoshimura, 2016).

O testiculo adulto tem importante papel na fisiologia reprodutiva ao exercer
funcao esteroidogénica e gametogénica (Mufioz et al., 1997; Kumar et al., 2018).
Dentre os esteroides sexuais produzidos nos testiculos, a testosterona recebe
especial destaque, uma vez que controla o aparecimento de caracteres sexuais
secundarios, orquestra o comportamento reprodutivo, além de realizar a
manutencdo quantitativa da espermatogénese (Saez, 1994; Sharpe, 2010;
Sinclair et al., 2015). Exceto em camundongos durante a fase fetal do
desenvolvimento (Shima et al., 2013), todos os andrégenos testiculares séo
formados e secretados pelas células de Leydig que residem no tecido conjuntivo

entre os tubulos seminiferos (Saez, 1994; O’Donnell et al., 2001).

As células de Sertoli correspondem ao elemento somatico do epitélio
seminifero e sdo as células que fornecem suporte fisico e nutricional para as
células germinativas. S&o responsaveis por orquestrar todo O processo
espermatogénico e sua eficiéncia e numero estdo altamente correlacionados
com a producédo espermatica (Russell, 1979; 1980; Ritzen et al., 1981; Franca et
al., 2016). Além disso, essas células sédo essenciais para a expressao do fenétipo
masculino ainda na fase embrionaria do desenvolvimento (Mackay, 2000;
Johnson et al., 2008).

Apesar de diversos estudos demonstrar as alteracdes no parénquima
testicular de acordo com a oscilagdo de fatores estimulatérios e inibitérios
(Blottner et al., 1995; Young e Nelson, 2001; Mufioz et al., 2001; Brown e Shine,
2006; Morales et al. 2007; Gribbins et al., 2011) trabalhos sobre as respostas
das células somética de répteis neotropicais diante dessas flutuacdes ainda séo

incipientes. Diante disso, o objetivo deste estudo foi verificar variagOes


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4386905/#R27

17

morfologicas e funcionais na populacéo de células de Leydig e células de Sertoli
durante o ciclo reprodutivo de machos de Crotalus durissus, relacionando-as

com a atividade do epitélio germinativo e nivel da testosterona sérica.
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2.  REVISAO DE LITERATURA

2.1. Serpentes

As serpentes representam a subordem Ophidia, pertencente a ordem
Squamata da classe Reptilia. Em todo o mundo, h& cerca de 3956 espécies de
serpentes distribuidas em 29 familias (Uetz e HoSek, 2021). No Brasil, este taxon
€ bastante diversificado, sendo que 848 espécies de répteis, 422 sédo serpentes
e destas, 32 pertencem a familia Viperidae (Uetz e HoSek, 2021). Esta familia
apresenta o aparelho inoculador de veneno do tipo solendglifo, cuja
caracteristica € a presenca de canaliculos nos dentes inoculadores, o que
possibilita injetar o veneno com eficiéncia em suas presas (Greene, 1997,
Melgarejo, 2003).

No Brasil, os viperideos séo representados pela subfamilia Crotalinae, com
representantes nos géneros Crotalus, Bothrops, Bothrocophias e Lachesis (Uetz
e Hosek, 2021). Sob o prisma epidemioldgico, o género Crotalus é de grande
relevancia, ndo pelo nimero de acidentes, que é considerado baixo em relacao
a Bothrops, mas pela gravidade nos casos que o envolvem, atingindo alta taxa
de letalidade na auséncia de soroterapia (Brasil, 2008; Bochner et al., 2014).
Dentre os acidentes ofidicos, aproximadamente 7% envolvem o género Crotalus,
enquanto que 70% dos casos séo realizados pelo género Bothrops (Bochner et
al., 2014). Entretanto, a letalidade dos acidentes crotélicos e botropicos
apresenta indice de 1,8 % e 0,3%, respectivamente (Araujo et al., 2003). De
acordo com Bochner et al. (2014), o quadro clinico severo é cerca de trés vezes
mais frequentes para acidentes crotalicos quando comparado com botrépico,
demonstrando que mesmo apresentando uma baixa taxa de acidentes causados

por Crotalus, esse apresenta maior letalidade.

Crotalus durissus (Linnaeus, 1758) é a Unica cascavel encontrada na
América do Sul (Wuster et al., 2005). Ela € comumente registrada em campos
de areas abertas de regibes secas e semi-aridas das Americas (Campbell e
Lamar, 1989; Melgarejo, 2003; Campbell e Lamar, 2004). Porém, recentemente
foi encontrada em habitats florestais e sombreados (Tozetti e Martins, 2008;

Benicio, 2018). Sabe-se, ainda, que a distribuicdo de Crotalus durissus tem sido
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ampliada devido a sua adaptacao impulsionada pelo desmatamento de florestas
tropicais e aumento de &reas para agropecuaria (Marques e Sazima, 2003;
Duarte e Menezes, 2013). Curiosamente, foi descoberto que essas serpentes
possuem a capacidade de nadar (Ferrante et al., 2015) e utilizar habitat arbéreo
(Benicio, 2016), comportamentos até entdo desconhecidos. Essa cascavel
possui coloracdo em tonalidades variadas de castanho, apresenta fileira dorsal
de sucessivos losdngos marrons escuros contornados por escamas brancas ou
amarelas, um chocalho na extremidade distal da cauda e comprimento rostro-
cloacal de até 160 centimetros (Fig. 1). Assim como outras espécies de
serpentes, Crotalus durissus apresenta dimorfismo sexual baseado em aspectos
de folidose, dimensdes corporais e morfologia interna (Shine, 1978; 1994). No
entanto, suas diferencas mais notdrias sdo maior dimenséo da cabeca e corpo
mais largos nas fémeas, enquanto os machos apresentam maior extensao das

listras paravertebrais e da cauda (Argaez, 2012).

Apesar da percepcao negativa que muitas pessoas possuem sobre esses
répteis, as serpentes sdo de fundamental importancia para o funcionamento do
ecossistema ao atuar em diferentes niveis da cadeia tréfica (Greene, 1997;
Martins e Oliveira, 1998, Bernarde e Abe, 2010). Além do aspecto ecoldgico,
Crotalus durissus tem sido amplamente estudada para aplicacdo dos
componentes de seu veneno na formulacéo de diversos compostos terapéuticos,
como analgésicos (Mancin et al., 1998), anti-inflamatorio (Sartim et al., 2019),
antimicrobiano (Dietz et al., 2018), mitigadores de tumores (Marinovic et al.,
2018), anticoagulante sanguineo (Pinheiro-Junior, 2021) e tratamentos de
parasitoses (Dal Mas et al., 2016; Maluf et al., 2016; Campeiro et al., 2018).
Portanto, a conservacdo da cascavel, assim como outras serpentes, promove,
tanto o equilibrio do ecossistema quanto a preservacdao de um valioso recurso
para o desenvolvimento de novas terapias (Martins e Molina, 2008), com
promissor impacto socioecondmico positivo. Dessa maneira, torna-se relevante
compreender 0s aspectos reprodutivos dessa espécie, a fim de garantir a sua

preservagao e perpetuacao.
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Figura 1: Caracteristicas fenotipicas de Crotalus durissus. A) A presenca de um
chocalho na porc¢éo final da cauda e a C) fileira de sucessivos losdngos no dorso do
individuo s&o caracteristicas peculiares da espécie. Essas formas geométricas séo
limitadas por escamas esbranquicadas que se encontram em intimo contato com
escamas escuras. B) A espécie apresenta dimorfismo sexual na qual a caracteristica
mais distintiva € a diminuicdo da extensao da cauda da fémea, com estreitamento
abrupto entre o corpo e a cauda. Fotos: A e B) Repite-database; C) Embrapa.

2.2. Biologiareprodutiva

A interpretacdo da biologia reprodutiva dos vertebrados é de grande

relevancia por fornecer dados essenciais para compreensao da historia de vida
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e preservacdo da espécie (Duvall et al., 1992). Crotalus durissus esta entre as
espécies de serpentes neotropicais mais bem estudadas sob o contexto da
histéria natural (Almeida-Santos e Saloméao, 1997; Almeida-Santos et al., 1999;
Barros et al., 2012). Embora, o conhecimento sobre biologia reprodutiva desta

espécie ainda esta limitado.

Para que o processo reprodutivo aconteca, atividades espermatogénicas
distintas ocorrem anualmente. Em Crotalus durissus, durante o outono e inverno
os testiculos estdo em regresséo, época em que o tubulo seminifero € composto
basicamente de espermatogobnias e células de Sertoli e 0s espermatozoides sédo
encontrados em grande quantidade no ducto deferente (Belluomini et al., 1996;
Salomao e Almeida-Santos, 2002). Na recrudescéncia testicular durante a
primavera, ha retomada do processo espermatogénico com multiplicacdo de
células germinativas, porém, os espermatozoides ainda estdo ausentes no
compartimento tubular. Enquanto que no verdo ocorre a fase ativa da
espermatogénese, momento no qual ocorre a producdo maxima de células
germinativas e presenca de espermatozoides no lumen. Devido a presenca de
espermatozoides nos ductos deferentes, os machos estariam aptos para
atividade reprodutiva em qualquer época do ano, contudo, fémeas vitelogénicas
e, portanto, receptivas, sdo observadas durante o outono (Saloméo e Almeida-
Santos, 2002).

ApOs a copula, as fémeas mantém os espermatozoides em regides do
Utero, especializadas na estocagem dos gametas (Almeida-Santos e Salomao,
1997; Siegel e Sever, 2006) até que a fertilizacdo ocorra na primavera. Assim, a
gametogénese, tanto masculina quanto feminina, é dissociada da coépula,
fazendo com que a estocagem dos espermatozoides, em ambos 0s sexos, seja
um mecanismo essencial para o sucesso reprodutivo da espécie (Almeida-
Santos e Saloméo, 2002). O parto ocorre no final da primavera e no verao
(Almeida-Santos e Salom&o, 2002). E importante ressaltar que a dissociacio
entre gametogénese e copula poderia ser justificada pela necessidade desses
animais, assim como ocorre em algumas espécies ectotérmicas, armazenarem
energia suficiente para custear a gametogénese e 0s comportamentos

reprodutivos com demandas energéticas distintas, e assim, acumular
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temporalmente as funcdes relativas a aquisicao das reservas necessarias para

a manutencao da atividade reprodutiva per se (Bonnet et al., 1998).

A variacao na producéo de espermatozoides estimulou a classificacao
desse processo em pré-nupcial e pos-nupcial (Saint Girons, 1982). Quando a
producdo do gameta masculino é concluida logo antes do periodo de
acasalamento é denominado pré-nupcial. De modo diferente, quando o
espermatozoide € produzido e armazenado no ducto deferente do macho ou no
oviduto da fémea durante um periodo até a fertilizacdo, classifica-se 0 processo
como pos-nupcial (Saint Girons, 1982). Diante disso, o ciclo reprodutivo
masculino de Crotalus durissus da regido sudeste do Brasil € classificado como
pés-nupcial devido a presenca de espermatogénese ativa durante a primavera e
verdo, acasalamento durante o outono e armazenamento entre esses dois

momentos (Saloméo e Almeida-Santos, 2002).

2.2.1. Fisiologia reprodutiva

O ciclo reprodutivo dos répteis € orquestrado por fatores enddgenos
(hormbnios e metabolismo) e exdgenos (temperatura, fotoperiodo e
disponibilidade de alimentos) (Fitch, 1970; Seigel et al., 1987). No lagarto, Tiliqua
rugosa (Bourne et al., 1986), e na tartatuga, Trachemys scripta (Licht et al.,1989),
foi observado que a producdo de andrdgeno, necessaria para recrudescéncia
testicular, € dependente de temperatura. Nos lagartos, Xantusia vigilis
(Bartholomew, 1953) e Anolis carolinensis (Underwood e Hall, 1982; Ferrell,
1984), o aumento do fotoperiodo também estd relacionado com a
recrudescéncia testicular e ativacdo da espermatogénese. Porém, em Crotalus
viridis viridis a espermatogénese nao foi influenciada pelo fotoperiodo (Aldridge,
1975). De modo geral, a temperatura ambiental influencia o metabolismo das
serpentes, que favorece o desenvolvimento e a diferenciacdo do epitélio
germinativo ap6s um periodo de quiescéncia (Vinegar, 1974; Aldridge, 1975;
Duvall et al., 1992). Sabe-se ainda que em serpentes, a disponibilidade de
alimento é imprescindivel para garantir grandes depdsitos de gordura visceral
que ira subsidiar a energia necessdria para 0 inicio e manutencdo da

gametogénese, o comportamento de combate, de corte e copula (Duvall et al.,



23

1992; Andelkovic et al., 2021). Assim, os fatores ambientais influenciam a
liberagdo de hormonios hipotalamicos, particularmente o hormonio liberador de
gonadotrofinas (GnRH) que, por sua vez, estimula a secre¢ao de gonadotrofinas
(GTHSs) e, consequentemente, regula as fungdes testiculares (Lind e Beaupre,
2014) (Fig. 2).

Recursos Condigdes amblentals
ambientais biofisica
Hipotalamo
¢ / |
Reserva de
proteina e gordura » | Hipofise _

L

’ FSH/LM

: Gonada

4

I_ Tempo / Alocacdo
"""""""""""""""""""""" de energia

Figura 2: Diagrama que demonstra a estimulagdo sequencial para ocorréncia do
processo reprodutivo, o qual descreve a dependéncia do estado energético e condi¢cdes
ambientais para iniciar o processo reprodutivo. Fatores biofisicos como fotoperiodo,
temperatura e umidade, associados a condicfes energéticas dos individuos dado pelos
recursos ambientais, influenciam o eixo hipotalamo — hipofise — gonadal. As linhas
tracejadas representam uma ligacdo hipotética entre o status energético e do eixo
hipotalamo-hipoéfise-gonadal. Linhas sélidas indicam ligacdes hipotéticas entre os
produtos a jusante do eixo hipotadlamo-hipofise-gonadal e que determinam o
comportamento reprodutivo (R), crescimento (C), armazenamento de energia (E) e
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manutencéo para atividade (M/A) diarias do individuo. Imagem adaptada de Dunham et
al. 1989).

Enquanto o horménio foliculo estimulante (FSH) promove o
desenvolvimento da espermatogénese, com aumento do diametro tubular e
altura do epitélio seminifero, o horménio luteinizante (LH) induz a producéo de
androgenos, tais como testosterona e diidrotestosterona (Krohmer, 1986), os
quais estdo envolvidos na estimulagdo de comportamentos e processos
fisiologicos reprodutivos em répteis machos (Moore e Lindzey, 1992; Lind et al.,
2010). Estudos mostram que a concentracdo de testosterona tem relacdo
positiva com a capacidade de armazenamento de energia em forma de depdsito
de gordura em trés familias distintas de serpentes: Viperidae (Bonnet et al., 2002;
Lind e Beauore., 2015), Colubridae (King e Bowden, 2013) e Boidae (Holding et
al., 2014). Nesse sentido, em Vipera aspis, machos com reduzida quantidade de
tecido adiposo parecem renunciar ao investimento reprodutivo (Aubret et al.,
2002). Cabe ainda ressaltar que a relacdo entre armazenamento energético e
reproducdo parece ser compartilhado com outros animais ectotérmicos, ja que
em estudos de suplementacéo alimentar em ras e lagartos foi estabelecida a
relacdo direta entre a ingestdo de energia e producéo de testosterona (Marler e
Ryan, 1996; Cox et al., 2008; Ruiz et al., 2010). Desse modo, os fatores
ambientais conduzem o eixo hipotalamo-hipofise-gbnada na coordenacédo da
aptidao, ou nado, para o investimento reprodutivo (Lind et al., 2010). Cabe
mencionar que estudos discutem a relacdo entre o eixo hipotalamo-pituitaria-
adrenal e a reproducdo em vertebrados, porém ainda apresentam resultados
ambiguos (Romero 2002; Moore e Jessop 2003; Wingfield e Sapolsky 2003).
Lind e Beauore (2015) ndo encontraram interferéncia direta entre o nivel de
corticosteroides com testosterona em Crotalus horridus.

Como mencionado, em espécies sazonais a espermatogénese é
interrompida ou, subdividida dentro de uma série de fases distintas baseadas em
condi¢cdes ambientais que séo traduzidas em sinais hormonais estimulatérios ou
inibitoérios (Lincoln, 1989). Logo, mudancas de temperatura, fotoperiodo,
disponibilidade de alimento e padrdo de chuva sdo responsaveis pelas

alteracbes nos processos fisiolégicos e padroes de atividade dos répteis
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(Bennett e Dawson, 1976; Southwood et al., 2006; Williard e Harden, 2011,
Oliveira et al., 2018; 2021). Porém, cabe destacar que devido a variabilidade de
fatores que regem o investimento na reproducdo, as estratégias reprodutivas
desenvolvidas pelas serpentes sao diversificadas e plasticas (Shine, 2003),
resultando na variacdo interespecifica e intraespecifica. Entre espécies de
serpentes ha variagdo quanto ao modo de desenvolvimento (oviparidade e
viviparidade) e taticas de acasalamento (procura ativa por parceiro, luta e bolas
de acasalamento) (Seigel et al, 1987; Duvall et al., 1992). Enquanto que entre
individuos de uma mesma espécie € reconhecido que os ciclos reprodutivos ndo
progridem em estreita sincronia, embora uma tendéncia seja observada quanto

a concentracdo em determinada época do ano.

2.2.2.  Anatomia reprodutiva

Crotalus durissus possuem dois testiculos alongados encontrados em
disposicéo intracelomatica, estando o direito em posicdo mais cranial que o
esquerdo (Fig. 3). Em épocas de atividade espermatogénica méxima, as
gbnadas podem dobrar de tamanho (Gribbins e Rheubert, 2011). O testiculo é
envolvido por uma camada de tecido conjuntivo rico em fibras colagenas,
conhecida como albuginea e em seu parénquima podem ser distinguidos dois
compartimentos: o tubular e intertubular. O primeiro é constituido pelos tubulos
seminiferos, representado pelo epitélio seminifero que possui as células
germinativas em diversas fases de desenvolvimento e as células de Sertoli.
Limitando externamente os tubulos seminiferos estdo as células peritubulares
mioides, que juntamente com as células de Sertoli, secretam a membrana basal,
formando a tunica propria. A porcdo central dos tubulos seminiferos esta
preenchida pelo fluido tubular e corresponde ao limen, o qual é fundamental
para o transito dos espermatozoides até a rede testicular. O compartimento
intertubular, também chamado de intersticial, € formado por células de Leydig,
fibras e células do tecido conjuntivo, como macréfagos e mastocitos, vasos
sanguineos e linfaticos. O testiculo possui funcdes gametogénica e
esteroidogénica, ou seja, de producdo de gametas e hormdnios (Pierantoni,
1998; Koulish et al., 2002; Li et al., 2012).
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Nos répteis, como em todos 0s amniotas, o epitélio seminifero é
composto por geracdes de células germinativas associadas as células de Sertoli
(Gribbins et al., 2005; Gribbins, 2011; Gribbins e Rheubert, 2011). De modo
geral, as associacdes celulares no epitélio seminifero seguem uma sequéncia
|6gica de progressédo do desenvolvimento das células germinativas (Hermo et
al., 2010). Embora o padréo que define a organizacdo da espermatogénese em
répteis seja ainda tema de discussbes, a disposicdo multiestadio, cuja
caracteristica € a ocorréncia de varias associacfes celulares em uma Unica
seccdao transversal do tubulo seminifero, foi descrita em representantes de duas
ordens, Testudines e Squamata, respectivamente na tartaruga de agua doce
Kinosternon scorpioides (Sousa et al., 2014) e para a cascavel Crotalus durissus
(Resende, 2019).

Rim E

Figura 3: Representacdo esquematica do sistema genital dos machos de Crotalus
durissus. Vista ventral. AUr: ampola do ureter; DD d: ducto deferente direitoDD e: ducto
deferente esquerdo; Ep: epididimo; Rim d: rim direito; Rim e: rim esquerdo; TD: testiculo
direito; TE: testiculo esquerdo; Ur: ureter. Fonte: Resende FC, 2019.

De acordo com estudos desenvolvidos até o momento, 0 processo
espermatogénico em Crotalus durissus segue um padrdo sazonal tipico
(Saloméo e Almeida-Santos, 2002). Assim, durante o periodo de quiescéncia,
gue compreende 0os meses do outono e inverno, o tubulo seminifero € constituido
predominantemente por espermatogbnias e células de Sertoli, enquanto no
limen sdo observadas células que se destacaram do epitélio seminifero e
seguem em processo de degeneracdo (espermatocitos e espermatides). A
proliferacdo espermatogonial reinicia na primavera, caracterizando a fase de

recrudescéncia, ampliando assim a populacédo de células comprometidas com
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espermatogénese. Estas células evoluem ao longo do processo de
diferenciacéo, de modo que no verdo todas as células da linhagem germinativa
sdo observadas, incluindo espermatozoides livres no lumen tubular. Estes
eventos culminam com o periodo de maior producédo espermatica. Em seguida,
ocorre ligeira reducéo da altura do epitélio seminifero, progredindo com a perda
de células germinativas e degradacdo do epitélio, sinalizando o término do
periodo de producdo de gametas (Saloméo e Almeida-Santos, 2002).

Diante do exposto, é perceptivel que as espécies com estratégias
sazonais representam um caso especial na espermatogénese, por estarem
sujeitos a ciclos anuais de crescimento e regressao testicular, assim como
alteracdo da funcéo e morfologia das células somaticas. Apesar desse preceito
existir, ainda sdo escassos estudos que demonstram as adaptacdes
morfologicas e funcionais das células somaticas dos testiculos das serpentes em
resposta a sazonalidade (Almeida-Santos, 2002; Pizzato e Marques, 2006),
sobretudo de regides tropicais. Por reconhecer que as células de Leydig e de
Sertoli orquestram todo o processo esteroidogénico e gametogénico, torna-se de
grande relevancia compreender as modelacdes que elas sofrem em repostas as
modificacdes testiculares durante as variacbes ambientais sazonais.
Particularmente em relacdo a C. durissus, estudos em desenvolvimento no
Laboratério de Biologia Celular do Instituto de Ciéncias Biol6gicas da
Universidade do Estado de Minas Gerais, tém revelado que apesar de estarem
distribuidos consistentemente em regides nas quais as temperaturas ndo sofrem
grandes variacbes ao longo do ano, machos de cascavéis apresentam
significativa influéncia sazonal na composicdo do parénquima testicular
(Resende e Avelar, 2021).

2.2.3. Célula de Sertoli

As células de Sertoli sdo colunares e estdo orientadas radialmente
dentro dos tabulos seminiferos, se estendendo desde a membrana basal até a
parte central do tubulo seminifero onde, juntamente com as células germinativas,
delimitam o lumen tubular (Russell, 1993). O nucleo das células de Sertoli é
geralmente ovoide ou piramidal, porém pode apresentar diversas formas

dependendo da fase de maturacéo e estadio do ciclo espermatogénico. A célula
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diferenciada contém endentacdes no envoltério nuclear, resultando no aumento
da area de interacdo com o citoplasma. Além disso, a presenca do nucléolo
tripartido tipico, associado a sua posicdo central, basofilia e refringéncia,
possibilita a identificacdo das células de Sertoli nos tubulos seminiferos (Schulz
e Holstein, 1993; Krzanowska e Bilinska, 2000).

O citoplasma da célula de Sertoli apresenta recessos laterais e apicais,
onde estdo alojadas as células germinativas em diferentes fases de
desenvolvimento. Além de constituirem um suporte fisico para a progressao da
espermatogénese, as ceélulas de Sertoli estabelecem entre si juncdes de
oclusédo, desenvolvendo uma barreira que proporciona a organizagéo do epitélio
seminifero em compartimentos, criando um ambiente bioquimico, hormonal e
imunologicamente propicio para o desenvolvimento das células germinativas até
o fim do processo espermatogénico. Adicionalmente, as células de Sertoli
possuem um papel ativo na liberacdo das espermatides no momento da
espermiacdo, além de serem responsaveis por fagocitar o excesso de
citoplasma proveniente da espermiogénese e células germinativas apoptéticas
(Griswold, 1998; Franca e Russell, 1998; Lara et al., 2018). Sendo assim, a célula
de Sertoli é essencial para organizacdo testicular e desenvolvimento da
espermatogénese, sendo necessaria para a progressao de célula germinativa
até espermatozoide via contato direto e controle do ambiente dentro do tubulo
seminifero (Russell et al., 1993; Franca et al., 1994; Jiménez et al., 2015). Para
vertebrados, o fator mais importante para a proliferacéo da célula de Sertoli é o
FSH (Orth, 1993), enquanto os hormdnios tireoidianos sdo responsaveis pela

sua maturacédo (Cooke et al., 1994).

Nos testiculos adultos as células de Sertoli sdo convencionalmente
consideradas como populacdo estavel e de alta resisténcia a estimulos que
induzem a morte outros tipos celulares (Steinberger e Steinberger, 1977; Nandi
et al., 1999). Porem essa premissa tem sido discutida devido a trabalhos que
mostraram a proliferacdo da célula de Sertoli na regido de transicéo dos tubulos
seminiferos com a rede testicular de ratos adultos (Figueiredo et al., 2016) e em
animais responsivos as alteragdes sazonais, a exemplo dos equinos e hamsters,

nos quais foram verificadas redu¢do no numero de células de Sertoli durante o
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periodo de repouso, seguida da recuperacdo desta populacao,
concomitantemente ao restabelecimento da espermatogénese (Johnson et al.,
2008; Martinez-Hernandez et al., 2020). No entanto, o conhecimento quanto aos
padrées apresentados pelas células de Sertoli em viperideos neotropicais,

especialmente nas diferentes fases do ciclo de atividade testicular, é escasso.

2.2.4. Células de Leydig

As células de Leydig, em mamiferos, sdo mononucleadas, possuindo
ndacleo esférico com um a trés nucléolos (Setchell, 1991). Podem ser
encontradas em grupos ou isoladas em regifes perivasculares e peritubulares
(Haider, 2004; Almeida-Santos, 2005). Estas células sdo bastante conhecidas
por sua marcante producao de andrégenos (Almeida-Santos, 2005), estimuladas
por meio do hormdnio luteinizante (LH). Dentre os andrégenos sintetizados pelas
células de Leydig estdo a testosterona e a diidrotestosterona, 0os quais sao
responsaveis pela diferenciacdo do trato genital masculino e a genitalia externa
na fase fetal (Jiménez-Reina et al., 2016). Além disso, elas sao responsaveis
pelo aparecimento de caracteres sexuais secundarios e manutengao quantitativa
da espermatogénese durante a puberdade (Sharpe, 1994). A diidrotestosterona
€ responsavel pela sustentacédo funcional das glandulas sexuais acessorias e do
epididimo (Luke e Coffey, 1994; Fan e Robaire, 1998; Goyal et al., 1999).

De maneira geral, nos mamiferos, existem duas popula¢des de CL: as
fetais e adultas. As primeiras sao produtoras de andrégeno e fator semelhante a
insulina 3 (INSL3), responsaveis pela masculinizacao fetal e descenso testicular,
enquanto as células de Leydig do tipo adulta sdo produtoras dos esteroides
sexuais (Kerr e Knell,1988; Haider, 2004; Wu et al., 2007). A proliferacdo e
diferenciacdo da célula de Leydig fetal € regulada pelos esteroides sexuais,
hormonios tireoidianos e fator de transcricdo GATA (Wu et al., 2007), enquanto
as células de Leydig adulta e suas progenitoras sao reguladas por diversos
hormbnios e fatores de transcricdo, como LH, IGF1, TGF a e B, FSH,
gonadotrofina  coribnica humana, horménios tireoidianos, horménio
antimulleriano, estrogeno e androgeno (Mendis-Hadagama e Ariyarame, 2001;
Wu et al., 2007). Contudo, essas distintas popula¢des de células de Leydig ainda

nao foram descritas para serpente.
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As alterac6es morfologicas e funcionais das células somaticas devido as
influéncias sazonais tém sido descritas em aves (Young et al., 2005); répteis (Al-
Amri et al., 2013) e mamiferos (Jiménez et al., 2015; Amer et al., 2018). Em
reprodutores sazonais observou-se reducdo do numero de células de Leydig
durante o periodo nao reprodutivo, embora nenhum estudo tenha relatado a
morte ou proliferacdo desse tipo celular (Strben et al., 2003; Hombach-Klonisch
et al., 2004; Dadhich et al., 2010). Alteracdes estruturais no epitélio seminifero
tém sido relacionadas a variacao na atividade das células de Leydig e a mudanca

nos padrdes reprodutivos (Colli e Pinho, 1997; Vieira et al., 2001).

Diante do mencionado, foi avaliado se as células de Sertoli e as células
de Leydig adaptam sua morfologia e funcionamento de acordo com as diferentes

atividades espermatogénicas (regressao, recrudescéncia e ativo).
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivos especificos

Investigar as modificacdes morfofuncionais das células de Leydig e
Sertoli desenvolvidas como resposta as diferentes fases de atividade

espermatogénica (regressao, recrudescéncia e ativo).

3.2. Objetivos especificos

I. Descrever a organizacdo histolégica e ultraestrutural das células de
Sertoli e de Leydig encontradas nas diferentes atividades

espermatogénicas: regressao, recrudescéncia e ativo;

Il. Determinar o percentual e o volume de células de Sertoli e Leydig no

parénquima testicular de cascavéis;

[ll.  Determinar o nimero de células de Sertoli e Leydig nos testiculos em

recrudescéncia, ativos e em regressao;

IV. Determinar o indice de proliferacéo (injecdo de BrDU e PCNA) bem como
de apoptose (caspase 3) das células de Sertoli e de Leydig nas diferentes
fases de atividade gametogénica em resposta a adequacdo das

condi¢cdes ambientais;

V. Avaliar a concentracao sistémica da testosterona e relaciona-la com

eventos sazonais observados nas células somaéticas.

4. MATERIAL E METODOS

4.1. Animais (Crotalus durissus)

Para o presente estudo foram utilizados 39 exemplares de Crotalus
durissus, amostrados durante o intervalo de um ano (Fig. 4). Estes individuos
foram coletados pela populacédo de cidades localizadas dentro de um perimetro
aproximado de 400 km no territorio do estado de Minas Gerais e direcionados
para o Servico de Animais Peconhentos da Fundacdo Ezequiel Dias
(SAP/Funed; Licenga n° 48897-1 do Instituto Chico Mendes de Biodiversidade).

Os protocolos para manipulagao e experimentacdo animal foram previamente
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aprovados pela Comisséo de Etica no Uso de Animais da Universidade Federal
de Minas Gerais (CEUA-UFMG n°130/2015) e pelo Comité de Etica em
Experimentacdo Animal da Fundagdo Ezequiel Dias (CETEA/FUNED
n°09/2018).

A fim de facilitar a compreensao do namero de individuos alocados nos
grupos, definidos a partir da classificacao histologica da atividade testicular, e
utilizados nas diferentes avaliagbes realizadas no presente estudo,

apresentamos a distribuicdo do nimero amostral na tabela 1.

O procedimento de eutanasia consistiu em 1°) dessensibilizacdo prévia
dos animais por meio da exposi¢do ao didxido de carbono, para realizagdo de
coleta de sangue na veia caudal e 2°) pesagem dos animais seguida de injecéo
intracardiaca de tiopental sédico na dose letal de 100mg/kg. Uma vez confirmada
a perda dos sinais vitais, realizou-se a coleta dos testiculos por meio de acesso
ventral na linha mediana, sendo estes pesados e fixados de acordo com 0s
protocolos experimentais descritos a seguir. As carcacas de todos os espécimes
foram fixadas em formalina 10% e mantidas na Colecéo Cientifica de Serpentes
da Fundacdo Ezequiel Dias, Minas Gerais, Brasil. O indice gonadossomatico
[(massa total dos testiculos/massa do animal) x 100] foi calculado para cada
serpente.
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Figura 4: Mapa com a indicacao da localiza¢@o de origem dos espécimes utilizados nas
andlises da célula de Sertoli durante a (A) recrudescéncia, (B) atividade e (C) regresséo
testicular. Em alguns locais foram coletados mais de um individuo, gerando pontos
coincidentes, logo, menor nimero de pontos do que espécimes coletados.
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4.2. Injecbes de bromodeoxiuridina

Para estimar a proliferacdo das células de Sertoli e células de Leydig, o
tracador celular 5-bromo-2’-deoxiuridina (BrdU, 150 mg/kg de massa corporal)
(Sigma, lote #HMBG3845V) foi diluido em solucdo salina e dimetilsulféxido
(DMSO) (1:1) e injetado pela via intracelomética em 20 individuos. As serpentes
foram eutanasiadas apO0s um intervalo minimo de quatro horas pos-injecao de
BrdU. Os testiculos foram coletados, pesados e fixados em solucdo de
paraformaldeido 4%, por um periodo de 24 horas. Posteriormente, seguiram-se

os procedimentos histolégicos de rotina.
4.3. Coleta de sangue e analises hormonais

Para a coleta de sangue foram utilizadas seringas contendo heparina.
Apos centrifugacdo (10 minutos; 2000rpm), as aliquotas de plasma sanguineo
foram processadas na plataforma automatizada Cobas 8000 (Roche Diagnostics
Inc., Indianapolis, IN, EUA) e o ensaio de quimiluminescéncia foi realizado para
a avaliacdo direta da testosterona. O menor nivel de quantificacao foi de 10 ng/dL
(coeficiente de variacdo intra-ensaio entre 1,7% e 4,6%). Estes procedimentos
foram realizados no Laboratério Tecsa (Tecnhologia em Sanidade Animal) em

Belo Horizonte, Minas Gerais, Brasil.
4.4. Processamento histologico
4.4.1. Microscopia de luz

Para as analises realizadas sob microscopia de luz convencional,
fragmentos testiculares foram fixados em glutaraldeido a 4% em tampao fosfato
0,05M ou em paraformaldeido (PFA), ambos por 24 horas. Apés esse periodo,
as amostras fixadas em glutaraldeido foram transferidas para tampao fosfato
0,05M (pH 7,3) e as fixadas em PFA foram armazenadas em alcool 70%. Apés
a desidratacdo em sequéncia crescente de alcoois e diafanizacdo (percurso
PFA), os tecidos foram incluidos em glicol metacrilato (GM) (glutaraldeido) e
Paraplast® (PFA). Os tecidos incluidos em GM e Paraplast® foram seccionados
a4 um e 5 um de espessura, respectivamente, em micrétomo rotativo Leica RM

2165. As laminas destinadas aos estudos histomorfométricos foram coradas com
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azul de toluidina + 1% borato de sodio. Todas as laminas foram montadas com
Entellan® (Merck). As laminas preparadas com o material incluido em Paraplast®
foram destinadas aos ensaios de imunomarcacdo, conforme sera descrito a

diante.
4.4.2. Microscopia eletronica de transmisséo

As amostras preparadas para microscopia eletrénica de transmissao
foram inicialmente fixadas em glutaraldeido 5% em tampé&o fosfato (0,05M e pH
7,4) por um periodo de 24 horas a 4°C. Posteriormente, os fragmentos foram
pos-fixados com 6smio reduzido (tetroxido de 6ésmio a 1% + ferrocianeto de
potassio a 1,5%, em tampao fosfato 0,05M, pH 7,4) por 90 minutos e acetato de
uranila a 3% por 24 horas. Apés desidratacdo em alcoois e acetona, 0s
fragmentos foram incluidos em resina araldite. Cortes semifinos foram obtidos
em microtomo rotativo Leica RM 2165, corados com azul de toluidina e borato
de sddio a 1%. A partir da selecéo das areas de interesse, cortes ultrafinos foram
obtidos em ultramicrétomo Sorvall MT-2B da Dupont, coletados em tela de cobre
e contrastados com acetato de uranila a 3% e citrato de chumbo. Este material
foi analisado e fotografado no Centro de Microscopia Eletrénica da UFMG. As
imagens foram avaliadas qualitativamente quanto as caracteristicas nucleares e

citoplasmaticas das células somaticas testiculares (Sertoli e Leydig).
4.5. Avaliacdes histomorfométricas
4.5.1. Classificacdo histologica da atividade testicular

Todos os animais tiveram seus testiculos avaliados histologicamente a
fim de determinar o estado da espermatogénese, definido de acordo com a
citoarquitetura predominante nos tdbulos seminiferos. Assim, foram
considerados em recrudescéncia os individuos que apresentaram células
germinativas até a fase de esperméatide alongada, sem evidéncias de
espermiacdo. Aqueles espécimes com atividade espermatogénica completa, isto
€, com presenca de espermatozoides no lumen tubular, foram classificados

como ativos. A regressao foi caracterizada pela presenca de tubulos contendo
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células de Sertoli e células germinativas iniciais (espermatogonias e

espermatocitos priméarios) na constituicdo do epitélio seminifero.
4.5.2. Densidade volumétrica dos componentes do parénquima testicular

O percentual ocupado por cada componente do parénquima testicular foi
estimado a partir do total de 16200 intersec¢des por animal, projetadas sobre
imagem obtida em objetiva de 40x e fotografadas com camera digital Olympus
DP25 acoplada ao microscopio 6ptico Olympus BX40. Para isso, foi realizada a
contagem de 30 campos aleatérios por animal, utilizando-se reticulo de 540
interseccdes no programa Image J (Abramoff et al., 2004). Foram contabilizadas
as interseccfes que incidiram sobre elementos do compartimento intertubular
(células de Leydig, tecido conjuntivo, vasos sanguineos e linfaticos) e
compartimento tubular (tUnica propria, epitélio germinativo, células de Sertoli,
[Gmen tubular).

Para o céalculo do volume (em ml) de cada componente avaliado, foi
estimado o volume liquido do testiculo, que corresponde a massa total do
testiculo da qual € subtraido o valor relativo & massa da tunica albuginea. Em
serpentes, o percentual de tunica albuginea corresponde a 0,054% do total da
massa do testiculo (Resende e Avelar, 2021). Como a densidade do testiculo &
muito préxima de 1 (1,03 a 1,04; Franca, 1991), o volume liquido (em ml) do
testiculo foi considerado igual a sua massa liquida (em gramas). Assim, a partir
do percentual dos diferentes componentes e do volume testicular (VT), o volume

de cada um dos componentes foi calculado de acordo com a formula:

_ VexX
=700

onde: Vx =volume de um determinado componente do parénquima
V1 = volume total testiculo (ml)
X = percentual do componente do parénquima

4.5.3. Morfometria e estereologia da célula de Sertoli e célula de Leydig

Os volumes nucleares das células de Sertoli e das células de Leydig foram
calculados a partir do didmetro nuclear. Para isso, 30 nucleos de cada tipo celular
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foram avaliados por animal. As imagens foram obtidas com a objetiva de 100x e
camera digital Olympus DP25 acoplada ao microscopio optico Olympus BX40.
Considerando o perfil irregular do nucleo da célula de Sertoli, foram medidos os
diametros maior e menor, através do programa Image J e, assim, foi calculado o
diametro médio por animal. Para a célula de Leydig foram mensurados os
nacleos com perfil mais esférico possivel e nucléolo evidente. Nestes, foram
medidos os diametros maior e menor em angulo perpendicular de 90° e, assim,
foi calculado o diametro médio por animal.

O volume nuclear foi expresso em micrémetros clbicos (um?3) e obtido

através da formula:

4
Vnuclear = §T[R3

onde, Vnuclear = volume nuclear (um?)
R = raio nuclear (diametro nuclear/2; pum)

m=3,1416

O caélculo do volume individual das células de Leydig foi realizado
empregando-se reticulo com 441 intersecc¢des (pontos), em aumento de 1000x
(10x ocular X 100x objetiva). Mil pontos sobre o citoplasma e o nucleo das células
de Leydig foram contados por animal, com a finalidade de se determinar a
proporcao (%) entre nicleo e citoplasma.

Assim, foi possivel calcular o volume citoplasmatico e o volume individual
celular:

%cit. xVn

Vcit =

%nuc
onde, Vcit = volume citoplasmatico (um3)
%ocit = porcentagem de citoplasma

Vn =volume nuclear (um3)

%nuc = porcentagem de nudcleo
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Vcel = Vn + Vcit
onde, Vcel =volume celular (um?3)
Vn = volume nuclear (um?)
Vcit = volume citoplasmatico (um3)

De posse do volume (umd®) das células de Leydig, da proporgéo
volumétrica (%) das mesmas no testiculo, e do volume total (ml) ocupado por
estas células no testiculo, foi calculado o niumero de células de Leydig por

testiculo e por grama de testiculo, em cada animal.

O indice leydigossomatico (ILS), usado para mensurar o equivalente em
células de Leydig relativo a massa corporal do individuo, foi calculada de acordo
com a férmula (Morais et al., 2014):

ILS = (VCLx MC)/100

onde, VCL = volume total de célula de Leydig no parénquima testicular

(gramas)

MC = massa corporal (gramas)

Para o célculo do numero de células de Sertoli por testiculo foi
considerado o volume total de ndcleos no parénquima testicular dividido pelo

volume nuclear individual, conforme demonstrado a seguir:

VENCS

N°CS(t) = ————
© Vnuclear
onde, NC°CS (t) = numero de célula de Sertoli por testiculo

VINCS = volume total de nacleo de célula de Sertoli no parénquima

testicular

Vnuclear = volume nuclear
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4.5.4. Avaliacao da proliferacdo e morte celular

Para investigar a ocorréncia de proliferacdo e morte de células de Sertoli
e de Leydig, as seccoes testiculares destinadas a imunohistoquimica foram
desparafinizadas e reidratadas. A recuperagao antigénica em tampao citrato (pH
6.0) foi realizada em banho-maria a 80° C por 40 minutos. Para a supresséo da
atividade da peroxidase enddgena do tecido, as laminas foram tratadas com
H202 a 3% em PBS por 30 minutos. Ligacdes inespecificas foram bloqueadas
com soro normal a 10% diluido em PBS. As laminas foram mantidas em camara
umida a 4°C “overnigth” com os seguintes anticorpos especificos: anticaspase-3
(Imuny, IM-0035, lote 16041) na diluicdo de 1:100; anti-PCNA (Imuny, IM-0301,
lote 13176) na diluicdo 1:50; anti-BrdU (Santa Cruz, SC-32323, lote HO516) na
diluicdo 1:100. Apds esta etapa, as secc¢des foram incubadas com anticorpo
secundario biotinilado & temperatura ambiente por 60 minutos.

A deteccao de sinal foi obtida pela reacéo da peroxidase utilizando-se
3,3'diaminobenzidina (DAB) (Abcam, ab103723, Iote GR3194769-1).
Posteriormente, as seccdes foram contra coradas com hematoxilina, seguida por
desidratacédo, e montagem das laminas com laminulas e Entellan® (Merck). Para
verificar a especificidade de cada anticorpo, foram feitas seccbes de controle
negativo, nas quais o anticorpo primario foi substituido pela solucéo de diluicao.
Para determinar as taxas de proliferacdo e morte, 1000 células de Leydig foram

contadas para cada anticorpo (no total de marcacdes positivas e negativas).
4.6. Analise Estatistica

Os dados foram avaliados quanto a normalidade e homocedacidade.
Quando apresentaram distribuicdo normal foram submetidos a anélise de
variancia (ANOVA) e as médias comparadas pelo pos-teste de Tukey
(multicomparacgfes) ou teste t, quando apenas duas médias eram consideradas.
Os dados néao paramétricos foram avaliados por meio do teste Kruskal-Wallis e
a diferenca entre as médias foi determinada pelo pds-teste de Dunn. Todas as
analises foram realizadas utilizando-se o programa GraphPadPrism 5
(GraphPad Software, Inc). Os resultados obtidos foram expressos como média
+ Dp (desvio padréo da média) e o nivel de significancia considerado foi de p <
0,05.
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Para verificar a interacdo entre os diversos parametros de células de
Leydig e os niveis plasméticos de testosterona, foram utilizados os coeficientes
de correlagéo de Pearson ou Spearman, com nivel de significancia 5%, por meio
do programa GraphPadPrism 6 (GraphPad Software, Inc).

5. RESULTADOS

5.1. Avaliacdo histoldgica e caracterizacdo dos padrdes de atividade

testicular observados durante o ciclo anual em C. durissus.

A avaliacdo dos testiculos dos 39 individuos selecionados para a
realizacdo deste estudo revelou que 23%, 36% e 41% dos espécimes estavam,
respectivamente, em recrudescéncia, ativo e regresséo, classificados de acordo
com a composicdo do epitélio seminifero (Tab. 1 e Fig. 5). O restabelecimento
do epitélio seminifero, denominado como recrudescéncia testicular, periodo no
qual sdo encontradas células germinativas em diferentes estagios de
desenvolvimento, com excec¢ao do espermatozoide (Fig. 5A), foi observado a
partir do final do inverno, sendo o padrao de, aproximadamente, 30% dos
individuos coletados nesta estacdo (Fig. 5D). Esta caracteristica persistiu até o
terco inicial da primavera, e representou cerca de 40% (Fig. 5D) dos animais
coletados neste periodo. Com o avanco na fase espermiogénica,
espermatozoides no lumen tubular sdo observados e a presenca destes
caracteriza a espermatogénese completa (Fig. 5B). Portanto, espermatogénese
ativa foi o fenétipo que predominou em 100% dos animais coletados durante o
verdo. No entanto, alguns dos individuos coletados na primavera (60% do grupo)
ja exibiam esse mesmo padréo, assim como houve aqueles que retiveram este
fendtipo testicular até o outono (10% do grupo). De fato, no outono tem inicio a
regressao do testiculo, fen6tipo marcado pela desintegracdo e descontinuidade
do epitélio seminifero e células em processo de apoptose e vacuolizacées (Fig.
C). Estas caracteristicas foram observadas em 90% e 70% (Fig. 5D) dos

individuos coletados no outono e inverno, respectivamente.

Uma vez estabelecida a distribuicdo dos espécimes, fundamentada no
fendtipo testicular, procederam-se as avaliacbes morfométricas e analises

estatisticas. O indice gonadossomatico (IGS) foi significativamente maior nos
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animais ativos (0,61 £ 0,12%) e representou um aumento de aproximadamente
1,89x e 2,75x em relacdo aos valores obtidos para 0s grupos em recrudescéncia
(0,32 £ 0,14%) e regressao (0,22 + 0,04%), respectivamente (Tab. 2).

100%

Figura 5: Diferentes condicfes de atividade do parénquima testicular da cascavel
Crotalus durissus. A), na recrudescéncia testicular é possivel identificar no epitélio
seminifero células germinativas em diferentes fases de desenvolvimento, porém,
espermatozoides ndo estao presentes. B) no pico do desenvolvimento do epitélio
seminifero observa-se esperméatides alongadas arranjadas na borda adluminal,
indicando espermiacdo iminente e espermatozoides no limen (*). C) na regresséo
testicular o epitélio seminifero apresenta severa redugdo do seu componente
germinativo, sendo observadas vacuolizagéo e apoptose. D) Distribuicdo de frequéncia
dos trés fendtipos (recrudescéncia, ativo e regressao) observados nos tubulos
seminiferos de C. durissus coletados nas diferentes estacdes do ano. * nimero entre
parenteses representa 0 numero amostral (absoluto) para cada estacéo. Barra = 100
pm.
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Tabela 1 - Caracterizacdo do fendétipo testicular em C. durissus e definicdo do n amostral
utilizado nas diferentes abordagens realizadas no presente estudo e no tratamento
estatistico.

Parametros Recrudescéncia  Ativo Regresséo N total
9 14 16 39
Massa corporal 8 14 16 38
Massa testicular 8 14 16 38
IGS* 8 14 16 38
Histomorfometria 8 14 16 38
Células de Leydig 8 14 16 38
Testosterona 9 13 11 33
PCNA e Caspase-3 9 9 8 26
BrdU** 8 9 1 18
MET*** 4 5 7 16

IGS*, indice gonadossomatico; BrdU**, bromodeoxiuridina; MET***, microscopia

eletrbnica de transmisséao.

Tabela 2 — Dados biométricos e estereologia testicular em C. durissus.

Parametro Recrudescéncia Ativo Regresséo
Massa corporal (g) 706,3 + 508,5 699,6 + 207,1 605,1 + 195,9
Massa testicular média (9)@ 1,24 + 0,49 2,13+0,192 0,65 + 0,05
PLT (g)/VLT (ml)@ 1,18 + 0,462 2,02+0,18° 0,62 + 0,04
IGS 0,32 £ 0,142 0,61+0,12° 0,22 +0,042
Intersticio (ml)** 0,176 £ 0,03 0,172+0,03 0,127 £0,001
Tubulo seminifero (ml)** 1,04 + 1,2 1,84 + 0,62 0,49 + 0,04°
Tdnica prépria (ml)** 0,054 + 0,032 0,074+ 0,022 0,048 +0,01°
Epitélio germinativo (ml)*** 0,56 + 0,52 1,12+0,39% 0,19 +£0,07°
0,026 + 0,01 0,029 + 0,01 0,026 + 0,008

Célula de Sertoli (ml)** (4,41%)* (2,54%) (11,82%)
Epitélio seminifero (ml)*** 0,59+0,53 1,14+ 0,392 0,22 +0,08°
Lumen (ml)*** 0,388 + 0,69 0,626 + 0,24 0,229 + 0,08°
Tubulo seminifero (%) 82,86 + 10,522 91,44 + 3,48 78,69 + 6,582
Célula de Sertoli (%) 2,99 + 1,892 1,493 +0,38° 4,329+ 1,11°

! Letras diferentes na mesma linha indicam diferencas estatisticas significativas (p <
0,05).
@ Dados expressos como média + erro padréo.
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#Valores entre parénteses correspondem ao percentual de células de Sertoli relativo ao
total de epitélio seminifero.

** ANOVA

*** teste t Ativo X Regressao

5.2. Biometria e estereologia testicular.

A massa corporal dos individuos em regressdo correspondeu a
aproximadamente 83% e 86,5% dos valores obtidos, respectivamente, na
recrudescéncia e no ativo (Tab. 2). De maneira semelhante, a massa testicular
meédia foi menor (p < 0,05) na fase de regressao frente o ativo (reducéo 70%).
Contudo, os testiculos atingiram o maior volume na fase ativa, sendo observado
aumento significativo do compartimento tubular, quando comparado as demais
fases (Tab. 2). O volume ocupado pelo epitélio germinativo durante a regressao
reduziu a cerca de 20% - 30% (0,19 + 0,07 ml) do valor obtido para 0 mesmo
parametro nos grupos ativo (1,12 + 0,4 ml) e recrudescéncia (0,056 + 0,5 ml;
Tab. 2). Nao obstante a significativa resposta observada no compartimento
tubular, o volume de intersticio ndo variou e foi semelhante entre os grupos (Tab.
2).

5.3. Célula de Sertoli

O percentual das células de Sertoli, relativo ao total de tubulos
seminiferos, foi significativamente maior nos animais em regressao (Tab. 3),
apesar do volume ocupado manter-se constante (0,03 £ 0,01 ml), ao longo do
ciclo anual (Tab. 3). A microscopia de luz, a morfologia nuclear da célula de
Sertoli ndo modificou frente ao estado de atividade testicular, conservando as
caracteristicas tipicas observadas nas células maduras, quais sejam: nucléolo
tripartido, perfil triangular do ndcleo bem como a localizacdo deste junto a
membrana basal (Fig. 6 A-C). As invaginagdes da membrana nuclear foram mais
evidentes durante o periodo de atividade e regresséo (Fig. 6B e 6C). Ademais,

o volume nuclear médio obtido foi similar entre os grupos investigados (Fig. 6D).

Nucleos de ceélulas de Sertoli apresentando cromatina frouxa,
tipicamente eucromaticos, foram observados nos testiculos em recrudescéncia,

ativos e em regressao (Fig. 6A, 6B e 6C; 7). Além disso, corroborando com o0s
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achados obtidos através da microscopia de luz, as invaginacdes da membrana
nuclear estavam particularmente evidentes durante a fase de espermatogénese

ativa (Fig. 6B; 7) e regresséo (Fig. 6C; 7).

Figura 6: Fotomicrografia do parénquima testicular em diferentes condicdes de
atividade do epitélio seminifero da cascavel, Crotalus durissus, com destaque as
células de Sertoli e seu volume nuclear. Em todas as fases investigadas (A)
recrudescéncia, (B) ativa e (C) regressao, os nucleos das células de Sertoli (seta
branca) encontravam-se, predominantemente, proximo a membrana basal e com o
nucléolo evidente. Além dos aspectos morfolégicos, o volume nuclear (D) também se
manteve semelhante entre os grupos investigados. Barra = 25um. Coloragéo: azul
de toluidina — borato de sédio.

Entre os componentes do compartimento citoplasmatico da célula de
Sertoli, mitocondrias tipicas, reticulo endoplasmatico liso e aparelho de Golgi
estavam presentes constitutivamente, sendo observados em todas as fases de
atividade testicular (Fig. 7).
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Crotalus durissus. (A - A”) durante a recrudescéncia testicular (A) a célula de Sertoli
apresentou gotas lipidicas, (A’ e A”) reticulo endoplasmatico liso e diversos corpos
lamelares de diferentes tamanhos. (A”) residuo do citoplasma de célula germinativa (G)
estavam envolvidos pela membrana da célula de Sertoli possivelmente para realizar a
digestéo celular. (B - B”) no pico da atividade espermatogénica (B) a célula de Sertoli
também apresentou gotas lipidicas, (B”) reticulo endoplasmatico liso, aparelho de Golgi
e corpos lamelares. (B’) vesiculas endociticas foram observadas a partir da membrana
basal para o tubulo seminifero (seta branca). (C — C”) durante a regresséo testicular foram
observadas as gotas lipidicas, (C’, C”) reticulo endoplasmatico liso, aparelho de Golgi e
mitocéndrias foram identificados, (C’) assim como nas demais fases do processo
reprodutivo, os corpos lamelares, sugestivo de vacuolos digestivos, estiveram presentes,
porém, durante a regressdo, essas estruturas eram mais frequentes e desenvolvidas,
formando enovelado de membrana. (A, B, C) em todas as fases foi possivel notar o nicleo
eucromatico da célula de Sertoli e a localizacado preferencial, proximo a membrana basal.
A invaginacdo do envoltério nuclear, tipica da célula de Sertoli, encontravam-se mais
profundas durante o periodo de atividade e regresséo testicular (seta espessa preta).
Nucleo das células de Sertoli (N), nucléolo das células de Sertoli (Nc), gotas lipidicas (L),
reticulo endoplasmatico liso (REL), corpos lamelares (setas estreita preta), membrana
basal (MB), mitocondrias (M), aparelho de Golgi (AG), membrana basal (MB), residuo de
célula germinativa (G), vesiculas endociticas (seta branca), peritubular mioide (PM).
Barras: A, A, A", B,C=5um; B, B",C"=1,5um; C’' = 3 uym.
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Ainda no citoplasma das células de Sertoli, vesiculas com residuos
celulares, corpos lamelares e gotas lipidicas foram encontrados e, apesar de
ocorrerem ao longo de todo o ciclo anual, estavam mais evidentes e
desenvolvidos durante a regressao da espermatogénese. Neste contexto, a
atividade fagocitica da célula de Sertoli foi evidenciada pela presenca de
prolongamentos de sua membrana, envolvendo células germinativas,
apoptoéticas ou ndo, e em diferentes fases de maturacdo (Fig. 8). Além disso,
observou-se que o0s corpos lamelares apresentavam graus variados de
condensacao. Assim, estruturas recém-constituidas eram menos eletrondensas,
de modo que as camadas sobrepostas eram facilmente individualizadas,
lembrando o arranjo tipico das folhas escamiformes (Fig. 8). Durante a transi¢cédo
para o estado de maior densidade da gota lipidica foram observados corpos
lamelares mistos, nos quais por¢cdes mais e menos densas estavam presentes

na mesma estrutura (Fig. 8).

Quanto ao envoltoério celular, na regido correspondente ao polo basal da
célula e que se apoia sobre a membrana basal, foram observadas invaginacoes

durante o pico de atividade espermatogénica (Fig. 7B’).
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Figura 8: Eletromicroscopia de transmissdo do tubulo seminifero em regressdo da
cascavel Crotalus durissus. (A) durante o inicio da regressao foi observada volumosa
fagocitose com conteddo heterogéneo. Observe a disposicdo das dobras
citoplasmaticas (seta preta espessa) que sugerem uma conversdo para fusdo da
membrana e formagdo de uma grande vesicula endocitica. Estruturas juncionais
estavam presentes tanto entre as membranas das células de Sertoli adjacentes, quanto
entre a membrana da célula de Sertoli fagocitica e a membrana da célula fagocitada
(seta preta delgada). (B, C e D) a diversidade de tamanho e densidade dos corpos
lamelares (asteriscos brancos) foi notéria, assim como seu (D) dinamismo fisioldgico ao
visualizar uma vesicula parte com aspecto homogéneo, parte com aspecto lamelar. A
amplitude da dimenséao e composicao das vesiculas de endocitose também se fez notar.
(C) dentre as varias vesiculas endociticas apresentadas acima, destacamos uma com
grande dimensao, a qual seu limite esta indicado pela ponta da seta. A presenca de
axonemas integros (asterisco preto) dentro de vesiculas fagociticas sugere a realizacao
de entose pela célula de Sertoli. Barra: A=15um;BeD =1 um, C =3 pm.

A dindmica populacional das células de Sertoli, determinada pelo
balanco entre proliferagéo e morte celular, foi investigada por meio da avaliagéo
do indice de células marcadas para Bromodeoxiuridina (BrdU) (Fig. 9A), PCNA
(Fig. 9B) e caspase-3 clivada (Fig. 9C). A identificacdo das células positivas,
baseada na morfologia nuclear, revelou marcacgao para os fatores de proliferacao

nos periodos de recrudescéncia e espermatogénese ativa. Assim, na
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recrudescéncia, cerca de 4,05 = 4,8% e 2,7 + 1,28% apresentaram marcacao
para BrdU e PCNA, respectivamente. No grupo de animais com
espermatogénese ativa foram observadas células positivas apenas para PCNA
(2,06 = 1,49%). Durante as fases de regresséao e recrudescéncia a frequéncia de
células positivas para caspase-3 correspondeu a 34,7% + 34,11 e 30,9% + 28,2,
respectivamente, enquanto na fase ativa 2,7% = 3,0 das células foram positivas
para este marcado.

Embora o padrédo de marcacao dos fatores de proliferacdo e apoptose
tenha variado entre os grupos, o numero de células de Sertoli por testiculo (Fig.
9D) n&o apresentou diferenca significativa. Assim, os valores obtidos na
recrudescéncia, espermatogénese ativa e regressao foram, respectivamente,
1,04 x108 + 5,02 x 107; 1,33 x 108 £ 7,51 x 10" e 1,21 x 108 + 4,13 x 107 células

por testiculo.
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Figura 9: 6Parénquima testicular da cascavel Crotalus durissus com células de Sertoli
positivas para (A) BrdU (seta preta), (B) PCNA (seta branca) e (C) caspase-3 (cabeca
de seta branca), nas fases as quais essas marcac¢des foram mais evidentes. BrdU e
PCNA foram utilizados para demonstrar células em proliferacdo, enquanto que a
caspase-3 foi empregada para indicar as células que estavam em processo de
apoptose. (D) Apesar da reacao positivas para os respectivos marcadores, 0 numero
da célula de Sertoli por grama de testiculo ndo variou entre as diferentes fases de
atividade testicular. Barra = 50 um
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5.4. Compatimento intertubular e células de Leydig

A proporgéo do compartimento tubular atingiu o maior valor nos animais
com espermatogénese ativa (91,5 = 3,5%, p <0,05), permanecendo em torno de
80% nos animais em recrudescéncia (82,9 + 10,5%,) e regressao (78,7 £ 6,6%).
Diante disso, a diminuicédo relativa do compartimento intertubular foi significativa
nos animais ativos em relagdo aos demais grupos (Fig. 10A). Apesar deste
mesmo comportamento ter sido observado para o percentual de células de
Leydig (Fig. 10B), o indice leydigossomatico (ILS) apresentou tendéncia a maior
valor no grupo ativo (0,16 + 0,17%; p = 0,08) frente aos valores obtidos nas fases
de recrudescéncia (0,09 £ 0,11%) e regresséao (0,07 £ 0,05%).
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Figura 10: Percentual de intersticio (A) e células de Leydig (B) no parénquima testicular.
Observe que ambos os parametros reduziram significativamente na fase ativa da
espermatogénese, como consequéncia do aumento relativo do compartimento tubular
nesta fase. C) ILS, indice leydigossomaético indica tendéncia de maior massa relativa de
células de Leydig nos individuos com espermatogénese ativa.

O maior didametro nuclear da célula de Leydig foi observado no grupo dos
animais ativos (7,0 = 0,09 um) (Fig. 11 A), sendo observada uma reducéo
gradativa nesse valor na fase de regressao (6,7 £ 0,6 um) até atingir o menor
valor na recrudescéncia (6,2 £ 0,2 um). Este mesmo padréo foi observado para
0 volume nuclear, citoplasmatico e individual da célula de Leydig (Fig. 11B). As
caracteristicas morfolégicas das células de Leydig, a microscopia de luz foram
compativeis com os dados morfométricos. Assim, o nucleo das células
esteroidogénicas apresentaram um perfil arredondado, com nucléolo evidente e
nucleoplasma corando sutiimente pelo azul de toluidina. Esta baixa afinidade
pelo corante sugere um ndcleo eucromatico, compativel com células
desempenhando alta atividade nuclear (Fig. 11D). Aumento da condensagéo

nuclear e reducdo global das células de Leydig caracterizaram o fendtipo da
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regressao testicular (Fig. 11E). Na recrudescéncia, as células de Leydig

apresentaram &rea citoplasmatica menor associada a morfologia nuclear

retornando ao padrdo eucromatico (Fig. 11C).
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Figura 11: Alteracbes sazonais das células de Leydig ao longo do ciclo reprodutivo
da cascavel Crotalus durissus. A) diametro nuclear encontra-se com valores maximo
no periodo ativo, em seguida as médias reduziram progressivamente até a
recrudescéncia. Padrdo semelhante foi observado para B) volume celular, nuclear e
citoplasmatico da célula de Leydig. C) durante a recrudescéncia testicular, a célula
de Leydig encontra-se com padrao eucromatico, caracterizando funcao intermediaria
entre D) alta atividade nuclear durante o periodo ativo e E) reduzida atividade nuclear
durante a regressdo, momento esse que O nucleo se encontra com o perfil
heterocromatico. Setas pretas indicam o ndcleo da célula de Leydig. Os valores
apresentados representam a média + desvio padrdo. Valores com letras diferentes
sao significativamente diferentes (p < 0,05). As mesmas letras acima dos valores
indicam auséncia de diferencas. Foi realizado o teste de comparagédo multipla de
Tukey. Barra = 15 pm.

Os numeros de células de Leydig por testiculo e por grama de testiculo

revelaram um aumento da populagéo celular no periodo da recrudescéncia (Fig.

11D e E), frente aos valores obtidos para as fases de regressao e ativo, sendo

gue neste ultimo os valores foram significativamente menores.
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A avaliacdo ultraestrutural demonstrou que durante a recrudescéncia, o
citoplasma da célula de Leydig apresenta quantidade moderada de reticulo
endoplasmatico liso (REL) e mitocdndrias, além de estruturas eletrondensas as
quais, de acordo com a caracteristica morfologica, foram identificadas como
gotas lipidicas (Figs. 12A, 13A e 13D). Adicionalmente, pontos eletrondensos
dispersos no citoplasma foram observados (Fig. 13D). Durante a fase ativa
observou-se que o REL estava amplamente distribuido no compartimento
citoplasmatico, sugerindo maior densidade desta organela associado a uma
baixa ocorréncia de gotas lipidicas (Fig. 12B, 13B e 13E). Durante a regressao
da espermatogénese, as células de Leydig apresentaram em seu citoplasma
grandes e frequentes vacuolos (Fig 12C, 13C e 13F). Nestes, era possivel
observar residuos eletrondensos, semelhante agueles inicialmente identificados
nas gotas lipidicas (Fig. 13C).

A funcédo esteroidogénica das células de Leydig durante o ciclo reprodutivo
foi preservada, embora a concentracdo média de testosterona tenha variado
significativamente entre os grupos (p = 0,0013; Fig. 12F). Assim, os niveis de
testosterona comecaram a aumentar durante a fase de recrudescéncia,
atingindo o maior valor na fase de espermatogénese ativa, reduzindo
significativamente na regressao testicular (Fig. 12F).

A analise de correlacdo entre parametros mensurados da célula de Leydig
e 0s niveis plasmaticos de testosterona revelou um padrdo no qual a eficiéncia
quanto a atividade esteroidogénica estd mais relacionada a capacidade
individual das células de Leydig que com o seu nimero. Assim, observamos que
o volume nuclear e 0 numero de células de Leydig apresentam interacéo
negativa e significativa (r = - 0,502; p = 0,017), sendo também negativa e
significativa a correlacé@o entre o percentual de intersticio e os niveis plasmaticos
de testosterona (r = - 0,387; p = 0,024). Foi identificada forte tendéncia de relacao
inversa do volume nuclear (r = - 0,357; p = 0,053) e niveis de testosterona, porém
direta entre andrégeno e volume citoplasmatico (r = 0,335; p = 0,061) da célula

de Leydig.
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Figura 12: Alteracbes sazonais da populacdo da célula de Leydig e das suas
caracteristicas fenotipicas na cascavel, Crotalus durissus. A microscopia eletrénica
de transmisséo proporcionou a observacdo detalhada do citoplasma da célula de
Leydig durante o periodo de A) recrudescéncia, B) ativo e C) regressao testicular. A)
durante a recrudescéncia a célula apresenta nudcleo eucromatico, citoplasma
contendo reticulo endoplasmatico liso, mitocondria e gotas lipidicas. B) durante o
periodo ativo os mesmos elementos citados na fase anterior sdo encontrados, porém
h& abundante presenca de reticulo endoplasmatico liso e menor aparéncia das gotas
lipidicas. C) enquanto que no periodo de regressédo a presen¢a de vacuolos no
citoplasma chama a atencdo (asterisco). Nessa mesma fase o compartimento
citoplasmatico contém residuos eletrondensos. D) O numero de célula de Leygid por
testiculo e E) grama de testiculo variou entre as fases testiculares, os quais foram
encontrados em maior quantidade durante a recrudescéncia e menor valor durante o
periodo ativo. F) os niveis de testosterona tiveram aumento na recrudescéncia e
atingiu valor maximo na espermatogénese ativa, em seguida, houve reducédo da
concentracao plasmatica média desse androgeno durante a regressao da atividade
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testicular. Nucleo (N), gotas lipidicas (Lp), mitocondria (M), reticulo endoplasmatico
liso (REL) e vacuolos citoplasmaticos (asterisco). Os valores apresentados
representam a média + desvio padrdo. Valores com letras diferentes séo
significativamente diferentes (p < 0,05). As mesmas letras acima dos valores indicam
auséncia de diferencgas. Foi realizado o teste de comparacéo multipla de Tukey. Barra
=500 nm
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Figura 13: Eletromicrografia de transmissdo do compartimento intertubular da cascavel
Crotalus durissus. A e D), células de Leydig de animais em recrudescéncia testicular
apresentam reticulo endoplasmatico liso (ponta da seta branca), volumosas gotas
lipidicas (L), além de acumularem granulos eletrondensos (seta preta). B e E) em
atividade plena as células de Leydig apresentavam o citoplasma preenchido
predominantemente por reticulo endoplasmatico liso, ha ainda bastante pontos
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eletrondensos. C e F, durante a regressdo testicular observa-se que o reticulo
endoplasmatico liso ainda é predominante no citoplasma, porém nessa fase, os pontos
eletrondensos sdo menos frequentes quando comparado as demais fases. Durante a
regressao hota-se grande quantidade de vaclolos citoplasmaticos. Reticulo
endoplasmaético liso, cabeca de seta branca ou REL; seta preta, pontos eletrondensos;
gotas lipidicas, L; nacleo, N; mitocondria, M; vacuolo citoplasmético, V. Barra: A, B, C
=5 pum; D e E =250 nm; F =500 nm.

Mudancas na populacdo das células de Leydig foram avaliadas através da
deteccdo da atividade proliferativa, por meio de Bromodeoxiuridina (BrdU) e
PCNA, ou de morte celular (apoptose, caspase-3). Tanto no periodo de
recrudescéncia quanto na fase de espermatogénese ativa foram observadas
células de Leydig positivas para BrdU e PCNA. Porém, como esperado, a
recuperacdo da espermatogénese traz consigo o aumento da demanda
esteroidogénica; logo, durante a recrudescéncia houve maior nimero de células
de Leydig positivas para os marcadores de proliferacéo utilizados, BrdU e PCNA.
Por outro lado, a morte celular foi observada nas trés fases, porém com maior

frequéncia durante a regressao (Fig. 14).
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Figura 14: Parénguima testicular da cascavel Crotalus durissus com células de Leydig
positivas (ponta da seta preta) para (A) BrdU, (B) PCNA e (C) caspase-3, nas fases as
guais essas marcagdes foram mais evidentes, (’) e suas respectivas propor¢des. BrdU
e PCNA foram utilizados para demonstrar células em proliferacdo, enquanto que a
caspase-3 foi empregada para indicar as células que estavam em processo de
apoptose. Ponta da seta preta células de Leydig positiva para os respectivos
marcadores; Ponta da seta branca células de Leydig negativa para os respectivos
marcadores. Letras diferentes na mesma linha indicam que houve diferenca estatistica
significativa pelo teste comparacdo multipla de Tukey (p < 0,05). Dados expressos em
média + desvio padrdo. Nenhum dos animais que foram tratados com BrdU estava com
o testiculo totalmente regredido. Barra = 50 um
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6. DISCUSSAO
6.1. Célula de Sertoli
6.1.1. Aspectos morfologicos

Como animais ectotérmicos, os répteis sofrem profundas alteracdes nos
processos fisiologicos e padrdes de atividade, particularmente em relacdo ao
ciclo reprodutivo, como resultado da mudanca de temperatura, disponibilidade
de alimento e fotoperiodo (Santos et al., 2005; Southwood et al., 2006; Williard
e Harden, 2011; Carbajal-Marquez et al., 2020). Diante disso, observamos que
os individuos apresentaram plasticidade fenotipica, no qual os ciclos
reprodutivos individuais nao progrediram em estreita sincronia, embora
tendessem a coincidir em determinados periodos (Pontes, 2007). Dessa forma,
no presente estudo, os animais foram agrupados de acordo com a atividade
testicular e ndo por estacdo do ano, uma vez que no mesmo periodo foram
encontrados espécimes com atividade testicular distintas. Assim, conforme ja
mencionado anteriormente neste trabalho, de acordo com a organizacao
microscopica do tubulo seminifero de Crotalus durissus foi possivel definir trés
fases principais tipicas de reproducdo sazonal: recrudescéncia,
espermatogénese ativa e regressdao. Cada uma das fases condiz com o
desenvolvimento do processo reprodutivo ja bem descrito na literatura (Almeida-

Santos e Saloméo, 2002; Resende e Avelar, 2021).

Nas espécies sazonais, as variacbes na estrutura e densidade
volumétrica do tubulo seminifero apontam distintos niveis de trofismo epitelial.
Assim, corroborando com nossos achados, o aumento da proporgdo ocupada
pelos tubulos seminiferos durante a fase de producéo espermatica foi também
observado em outras espécies sazonais como hamster (Hikim et al., 1988 a, b),
morcego (Costa, 2016), cervo (Hombach-Klonisch et al., 2004), tartaruga (Zhang
et al., 2008), serpentes (Gribbins et al., 2008; Matayoshi et al., 2018) e aves
(Young et al., 2001) e se deve a massiva renovagédo e desenvolvimento das
células germinativas durante a fase de maior atividade espermatogénica, bem

como ao aumento do lumen tubular. A diminuig&o relativa da ocupacéo de célula
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de Sertoli no parénquima testicular, assim como no epitélio seminifero, reflete

também o aumento da populacao de células germinativas.

Como ja mencionado, a célula de Sertoli suporta, fisica e
fisiologicamente, o desenvolvimento das células germinativas (Russell, 1979;
1980; 1993) e seriam esperadas mudancas na estrutura desta célula somatica,
determinadas pela adaptacdo delas as modificagbes sazonais, principalmente
no epitélio seminifero (Dubois et al., 1988; Ueno e Mori, 1990). No entanto, e
conforme observado para lagartos (Baccetti et al., 1983; Silveira, 2009), as
células de Sertoli de Crotalus durissus apresentaram adaptacdes morfolégicas
sutis, dentre essas estavam associadas a ocorréncia da endentacao tipica da
membrana nuclear. Como observado no presente estudo, a posicédo do nucleo
no polo basal da célula, portanto préximo a membrana basal, € uma
caracteristica presente em varias espécies de mamiferos (Russell, 1993), assim
como em diversos répteis (Baccetti et al., 1983; 1998; Roll e Von-During, 2008).
Porém, na serpente Eryx jayakarki o ntcleo pode ser encontrado préximo ao polo
apical da célula de Sertoli (Al-Dokhi et al., 2004).

Dobramentos na membrana nuclear, nucléolo evidente e predominancia
de eucromatina caracterizaram os nuacleos da célula de Sertoli. Durante a
regressdo, nucleos irregulares com profundas invaginacdes na membrana
podem estar associados ao aumento da demanda de transporte entre o nucleo
e o citoplasma dada a intensa atividade fagocitica das células de Sertoli.
Caracteristica semelhante € observada durante a espermatogénese ativa, porém
justificada pela diversidade de demanda para atender as diferentes células
germinativas em proliferacdo e diferenciacdo. Por outro lado, durante a
recrudescéncia o nucleo, geralmente com auséncia de invaginacdes, pode ser
um indicativo de desdiferenciacdo celular ou baixa demanda metabdlica, haja
vista a menor diversidade de células germinativas nesse periodo. Padrao
semelhante foi descrito para a tartaruga pintada, Chrysemys picta (Dubois et al.,
1988). Apesar das func¢des pouco esclarecidas das invaginagdes da membrana
nuclear, o surgimento destas corresponde a um marcador morfofuncional de
maturacdo das células de Sertoli (Dym, 1973), estando ausentes nas células
imaturas, antes do estabelecimento da puberdade; apos a destruicdo das células
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germinativas e, em pacientes com fertilidade comprometida (Schulze et al., 1976;
Mora, 1998; Nistal et al., 1998; Hess e Franca, 2005 ).

A avaliacéo ultraestrutural do compartimento citoplasmatico mostrou que
reticulo endoplasmatico liso, mitocéndrias, aparelho de Golgi e corpos lamelares,
possivelmente corpusculos digestivos, estavam presentes em todas as fases.
Entretanto, no periodo de regressdo do epitélio seminifero, estas estruturas
lamelares eram frequentes e desenvolvidas, com conteddo heterogéneo
remanescente de corpos residuais fagocitados pelas células de Sertoli. Assim, a
presenca de grandes corpos digestivos durante esse periodo de regressédo é
frequentemente observada em animais sazonais (Callard et al., 1976; Dubois et
al., 1988; Brun et al., 2001; Pelletier, 2011).

Como ja referenciado, dentre as multiplas funcées desempenhadas pela
célula de Sertoli esta o suporte nutricional para garantir 0o sucesso da
espermatogénese (Griswold, 1998; Shi et al., 2018). Para tanto, a demanda
energética da célula de Sertoli € cinco vezes maior que as células intersticiais
(Xiong et al., 2009) e a capacidade de producéo de colesterol é insuficiente para
manter o processo germinativo (Nakanishi e Shiratshuchi, 2004). E reconhecido
ainda que a célula Sertoli de Crotalus durissus possui suprimento energético
flutuante entre escassez e excesso, porém, ela possui a grande vantagem
funcional de armazenar energia em corpos lipidicos (Nakanishi e Shiratshuchi,
2004). Estrutura essa que também desempenha varios papéis, incluindo trafego
de membrana, reciclagem de fosfolipideos, metabolismo de proteina intracelular,
sinalizacdo e protecdo celular, ao sequestrar compostos toxicos inerentes do
metabolismo lipidico (Waltermann et al., 2005; Murphy et al., 2008; Farese e
Walther, 2009; Olofsson, 2009; Rowan-Carvall et al., 2013; Henne et al., 2018;
De Carvalho e Caramujo, 2018). A formacao de corpos lipidicos pode ser por
meio do reticulo endoplasmaético ou através de fonte exdgena por processos de
endocitose e autofagia (Farese e Walther, 2009; Thiam et al., 2013). Dessa
forma, as células inviaveis ou cuja viabilidade estara comprometida, mediante
reducdo de fatores extrinsecos, sdo usadas como fonte de energia, o que lhes
conferem o significado de a maioria das ceélulas espermatogénicas sofrer

apoptose durante a espermatogénese (Xiong et al., 2009).
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Assim, devido a alta demanda energética para manutencdo da
gametogénese masculina, as células de Sertoli obtém muitos fatores
necessarios para espermatogénese, principalmente os lipidios, por meio da
fagocitose e reciclagem de célula germinativa apoptética (Nakanishi e
Shiratshuchi, 2004) e entética, armazenadas em goticulas lipidicas até a
requisicdo de demanda energética (Pelletier, 2011). Dessa forma, a célula de
Sertoli obtém e armazena lipidios necessérios para suportar a espermatogénese
de acordo com a oportunidade sazonal. Tal afirmativa foi notada através do
registro sequencial da predominancia do processo fagocitico, corpos lamelares
e gotas lipidicas, respectivamente. A presenca de volumosas estruturas
endocitadas e corpos lamelares durante a regressao; assim como gotas lipidicas
na recrudescéncia e espermatogénese ativa, sugere que a reciclagem de
residuos das células germinativas, o0 armazenamento e utilizacdo dos contetudos
das vesiculas lipidicas sédo processos sucessivos. O dinamismo entre regressao
testicular, processos entéticos e formacao de corpos lipidicos foi notado por

Xiong e colaboradores (2009).

Ainda sobre o processo de internalizacao realizado pela célula de Sertoli,
dois aspectos chamaram atencdo: 1) a organizacdo multilamelar dos vacuolos
e, 2) presenca de espermatides alongadas ainda com o axonema do flagelo
visivelmente integro dentro de uma grande vesicula endocitica. O primeiro
claramente se assemelhava ao que poderia tratar-se da endocitose gradual das
células germinativas e corpos residuais. O segundo, sugere um mecanismo de
morte celular programada, independente de caspase e ndo autofagica (Martins
et al., 2017), que consiste na internalizacdo de células ainda viaveis, mas que
devido a auséncia de um microambiente favoravel, sdo destinadas a morte
celular. Portanto, este mecanismo conhecido como entose e que ocorre em
condicdes patoldgicas e fisioldgicas (Florey et al., 2010; Krajcovic et al., 2011;
Ahmed et al.,, 2017), foi registrado em nosso estudo. Corroborando nossa
hipotese, foi demonstrado que espermatozoides de Pelodiscus sinensis séo
eficientemente removidos pelas células de Sertoli por meio desse mecanismo de
morte celular (Ahmed et al., 2017; Chen et al., 2020). Assim, tomando como
referéncia os protocolos desenvolvidos por Ahmed e colaboradores, estudos em

andamento possibilitardo melhor caracterizar este evento em Crotalus durissus.
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6.1.2. Proliferacdo e morte das células de Sertoli

Convencionalmente, a populacdo de células de Sertoli adultas é
considerada estavel e resistente a estimulos capazes de induzir a morte em
outros tipos de células testiculares (Steinberger e Steinberger,1977; Tanaka e
Yasuda, 1980; De Kretser e Kerr, 1994; Pudney, 1995; Sharpe et al., 2003).
Nesse contexto, em espécies ndo-sazonais, a atividade proliferativa das células
de Sertoli predomina em duas fases distintas do desenvolvimento testicular,
sendo a primeira relacionada ao periodo perinatal (pré e pos-natal) e mais tarde,
antes do estabelecimento da puberdade (Sharpe et al., 2003). Concomitante ao
estabelecimento da puberdade, as células de Sertoli passam por mudancas
morfofuncionais que, em detrimento de sua proliferacdo, as adaptam para a
manutencdo das células germinativas em diferenciacdo, durante a
espermatogénese. No entanto, em condicbes experimentais in vitro, foi
demonstrado que células de Sertoli maduras séo capazes de retornar ao seu
estado proliferativo (Hayrabedyan et al., 2012), desafiando o conceito de “célula
terminalmente diferenciada” até entdo utilizado para definir estas células
somaticas. Reforcando estes achados, estudos in vivo identificaram células de
Sertoli em proliferacdo na regido de transi¢cdo dos tabulos seminiferos com a

rede testicular de ratos sexualmente maduros (Figueiredo et al., 2016).

Para as espécies de amniotas sazonais, 0Ss questionamentos
envolvendo o comportamento das células de Sertoli frente as fases de
recrudescéncia, atividade espermatogénica e regressdo obtiveram repostas
variadas ao longo dos ultimos anos. Nesse contexto, alguns trabalhos indicaram
que o numero de células de Sertoli permanece conservado nas diferentes fases
de atividade testicular, ndo havendo perdas quantitativas ao longo do ciclo
sazonal (Dadhich et al., 2010). Outros autores, entretanto, mostraram a
ocorréncia de apoptose e proliferacédo das células de Sertoli em diferentes fases
da regressdo e recrudescéncia. Portanto, aspecto importante e que atrai a
atencdao é o fato de ndo haver um padrdo Unico associado as espécies sazonais.
VariacOes significativas no niumero de células de Sertoli foram relatadas em

espécies de aves sazonais (Young e Nelson, 2001; Islam et al., 2012), em
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equinos (Johnson et al., 2008), hamster djungarian (Tarulli et al., 2006) e mais

recentemente, no hamster sirio (Martinez-Hernandez et al. 2020).

No presente estudo identificamos células com marcacao positiva para os
fatores de proliferacdo e apoptose, e de acordo com a caracterizacéo
morfologica, estas foram classificadas como células de Sertoli. Contudo, o
percentual de aproximadamente 30% de células positivas para a caspase-3 nas
fases de recrudescéncia e regressao chamou-nos a atencédo, uma vez que o
namero de células de Sertoli, apesar da sutil reducdo durante estas mesmas
fases, nao refletiu perdas significativas ao longo do ciclo anual. Nesse contexto,
a seguinte hipotese foi criada: a auséncia de estreita sincronia das atividades
testiculares entre os individuos contribuiu para o grande desvio da média quanto
ao numero da célula de Sertoli em cada fase testicular. Essa afirmativa &
corroborada pela tendéncia de correspondéncia entre as analises quanto ao
namero de células positivas para caspase-3 e numero de células no testiculo, na
qual a intensa marcacgao para apoptose durante a regressao testicular, levou ao
menor numero de células na fase seguinte, recrudescéncia, momento esse
coincidente para proliferacdo da célula de Sertoli para suportar a

espermatogénese.

Outro importante questionamento que permanece é sobre a dinamica
envolvida no processo de morte celular. Assim, nos trabalhos nos quais houve
diminuicdo do numero de células de Sertoli, ndo esta claro se 0s mecanismos
gue medeiam esses eventos estariam atuando diretamente na célula de Sertoli
ou ainda, de modo indireto, uma vez que as interacdes entre células germinativas
e células de Sertoli bem como destas com as células de Leydig sdo fundamentais
para a manutencdo da homeostase testicular. Nesse sentido podemos sugerir
que a apoptose de células de Sertoli durante a regressao testicular seria uma
estratégia desenvolvida para uma perda massiva de células germinativas, sendo
mais eficiente que a apoptose direcionada exclusivamente para estas células
(Young e Nelson, 2001), uma vez considerada a importancia das células
somaticas para a sobrevivéncia das germinativas. Em um outro aspecto, a morte
da célula de Sertoli durante a recrudescéncia poderia refletir uma possivel
competicdo entre as proprias células somaticas por um suprimento limitado de

sinais de sobrevivéncia (Jenkins et al., 2007). Adicionalmente, foi observada
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auséncia de multiplicacdo compensatdria a apoptose. A baixa porcentagem de
células de Sertoli positivas para os marcadores de proliferacdo leva a conjecturar
sobre a existéncia de um breve momento, uma “janela de proliferagdo” dessa
célula, na qual, poucos individuos coletados encontravam-se nela. Ainda, a
deteccdo de proliferacdo por meio do BrdU baseia-se na caracteristica dessa
molécula de se incorporar ao DNA da célula durante a fase de sintese do ciclo
celular. Para a deteccdo de BrdU € necessaria uma exposicao prévia de pelo
menos uma hora antes coleta das amostras. Diante disso, no presente estudo
foi observado um intervalo minimo de quatro horas entre a injecéo e eutanasia.
Apesar de termos considerado os tercos inicial e médio do inverno para o estudo
com BrdU, por se tratar da estagdo onde normalmente se concentram 0s
individuos em regressao testicular, nenhum dos animais encontrava-se com o
testiculo totalmente regredido. Estes individuos foram classificados em
recrudescéncia, mediante avaliacdo da histologia testicular. A auséncia de
marcacao pelo BrdU nas células de Sertoli durante a espermatogénese ativa
estd associada ao fato que nesta fase a célula estd comprometida com a
manutencdo da espermatogénese. Por outro lado, PCNA (proliferating cell
nuclear antigen) atua como fator regulador da enzima DNA polimerase &, sendo
também associado com outros processos vitais para a funcao celular, tais como
remodelacdo da cromatina, reparo de DNA e controle do ciclo celular (Maga e
Hubscher, 2003; Gonzalez-Magafia e Blanco, 2020). Portanto, PCNA esta
presente de maneira constitutiva no nucleo das células, e diferentemente do
BrdU, ndo depende de vias extrinsecas. Assim, células de Sertoli positivas para
PCNA, igualmente distribuidas nas fases de recrudescéncia e espermatogénese
ativa podem sugerir a participacao desta proteina modulando a atividade nuclear
embora ndo diretamente associada a proliferacdo destas células somaticas
(Gonzéalez-Magaria e Blanco, 2020).

Nesse contexto, € importante ressaltar que a identificacdo da célula de
Sertoli por meio da expressao de marcadores especificos, tais como vimentina,
receptor de andrégeno, GATA4, SOX-9, AMH e conexina, em associagcdo as
caracteristicas morfologicas classicas, foi exaustivamente testada no presente
estudo. Nosso objetivo era desenvolver duplas marcagdes para caracterizar as

células de Sertoli em proliferacdo ou em apoptose. Entretanto, atribuimos a
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possivel baixa homologia entre as sequéncias dos anticorpos utilizados
(produzidos em espécies de mamiferos) e a proteinas de C. durissus, a auséncia
de marcagdo. Apesar de ndo haver registro nos bancos de dados quanto as
sequéncias proteicas de C. durissus que sejam de nosso interesse, ainda é
Nosso objetivo realizar essa abordagem, buscando testar anticorpos de origens

diversas.

Em répteis, tem-se assumido que a populacdo de células de Sertoli €
permanente e estavel ao longo do ciclo anual (Pudney, 1995; Hernandez-
Franyutti e Uribe, 2012). Contudo, até o presente, ndo ha registros de estudos
detalhados que possibilitem confirmar ou negar essa afirmativa. Portanto,
nossos resultados, embora ainda preliminares, indicam que as células de Sertoli
Crotalus durissus sofrem influéncia sazonal, registrada através das sutis
alteracbes em sua morfologia, mas sobretudo por meio da diade
morte/proliferacdo, conforme demonstrado no presente trabalho. Diante deste
novo cenario, e a luz dos nossos achados, o conceito de estabilidade, utilizado
até o momento para caracterizar a populacdo da célula de Sertoli em cascavéis,

deve ser reavaliado.

6.2. Célulade Leydig

6.2.1. Aspectos morfolégicos

Em nosso trabalho, os machos apresentavam sinais de sazonalidade
reprodutiva, com aumento gradativo do indice gonadossomatico (IGS) na
recrudescéncia e valor maximo observado na espermatogénese ativa. Seguido
pela reducao do IGS durante a regressao da atividade espermatogénica. Essas
observacdes assemelham-se a estudos anteriores sobre Crotalus durissus
(Almeida-Santos et al., 2004; Marinho, 2007; Resende e Avelar, 2021). Devido o
IGS estar associado a atividade testicular, quanto maior a producao espermatica,
maior o IGS, sendo o contrario também verdadeiro. A relagdo direta entre
atividade testicular e IGS é frequentemente registrada em outros animais
sazonais, inclusive representantes da ordem Squamata, como serpentes
(Gribbins e Rheubert, 2011; Rojas et al., 2013; Safdarian et al., 2016; Bisneto e
Kaefer, 2019) e lagarto (Al-Amri et al., 2013). Assim, os valores IGS ajudam a
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inferir sobre as possiveis variacdes nas condic¢des fisioldgicas das espécies ao
longo do ciclo reprodutivo e até mesmo ao longo da vida (Kreiner et al., 2001;
Braga, 2005), porém deve-se utilizar de outras ferramentas para confirmar a
atividade testicular. Corroborando com estes achados, encontramos correlacao
de média complexidade, porém, positiva e significativa da concentracdo de
testosterona (r = 0,379; p = 0,039), e negativa e significativa do percentual de
CL-caspase positiva (r = - 0,445; p = 0,034) com IGS para cascaveéis.

Em muitos vertebrados, o nivel plasmatico de androgeno reflete as
demandas das estruturas sexuais acessorias e atividade gonadal (Bishop, 1959;
Crews, 1984; Licht, 1984). Assim, as mudancas sazonais dessas estruturas
reprodutivas acontecem em resposta aos andrégenos circulantes, que por sua
vez, sao estimulados por condicbes ambientais. Em nosso estudo, a
concentragéo periférica de andrégeno € menor durante a regressao testicular,
mas aumenta progressivamente durante a recrudescéncia testicular, até atingir
0S niveis mais elevados concomitante ao apice da atividade espermatogénica.
Embora os niveis periféricos de andrégenos sejam excelentes indicativos dos
niveis intratesticulares, em ratos a espermatogénese ainda acontece apos
severa reducdo da testosterona local (Zirkin et al., 1989), no entanto, a
dependéncia aos androgenos durante a fase espermiogénica e nos estadios da
espermiacdo é determinada pelo aumento da expressédo de seus receptores
pelas células de Sertoli (Lance, 1984; Sharpe, 1994).

Dessa forma, nossos resultados sugerem gque nas cascaveéis, assim como
ocorre em outros viperideos, a concentracéo de testosterona é um fator limitante
para o sucesso espermatogénico (Wingfield et al., 1990; Schuett et al., 1997;
Almeida-Santos e Saloméao, 2002; Graham et al., 2008; Lind et al., 2010). Em
nosso estudo, a relagcdo entre testosterona e producao espermética € percebida
pela concomitancia temporal entre os maiores valores desse andrégeno e a
recomposicdo completa do epitélio seminifero. Paradoxalmente, no outono,
periodo em gue foi coletado parte dos animais em regresséao, sao relatados os
comportamentos que definem a época de acasalamento, tais como corte, defesa
de territério, busca pela fémea e copula (Almeida-Santos et al., 1990; 1999). A
associacado da testosterona com o comportamento de acasalamento figurado

pelos machos esta relacionada aos niveis ainda altos desse horménio, exibidos
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por alguns animais e conforme foi demonstrado em outros estudos (Almeida-
Santos et al., 1990; 1999). De fato, a ampla variacdo individual para o parametro
testosterona durante a fase de regressao, observada no presente estudo,
corrobora o comportamento social relacionado ao acasalamento classicamente
descrito para espécie.

A reducéo da atividade da célula de Leydig é um dos fatores que causam
a regressao gonadal, principalmente revelado pela reducdo do peso testicular,
em consequéncia do bloqueio meiotico e reducéo de fatores fundamentais para
a manutencdo da espermatogénese (Lance, 1984; Vieira et al., 2001; Khan e
Rai, 2005; Boretto et al., 2010). Em nosso estudo, as mudangas sazonais na
morfologia das células de Leydig coincidem com a atividade espermatogénica,
verificada pela hipertrofia celular, refletindo o aumento dos volumes do ndcleo,
citoplasma e individual, observado na fase de maior producdo espermatica.
Dados semelhantes foram encontrados em outros animas sazonais, como
répteis, aves e mamiferos (Leceta et al., 1982; Komatsu et al., 1997; Tsubota et
al., 1997; Johnson e Thompson, 2004; Hayakawa et al., 2010; Boretto et al.,
2010; Villagran-Santa Cruz et al., 2014; Islam et al., 2015; Hussin et al., 2018).
Adicionalmente, o reticulo endoplasmaético liso (REL), organela onde ocorrem
etapas fundamentais para a sintese dos hormdnios esteroides sexuais, ocupou
amplamente o citoplasma das células de Leydig da fase ativa, corroborando a
tendéncia observada no presente estudo, que correlaciona positivamente
volume citoplasmatico e niveis de testosterona. De maneira semelhante, durante
o periodo reprodutivo do lagarto Sceloporus mucronatus foi constatado a
hipertrofia citoplasmatica e nuclear, além do aumento de inclusdes lipidicas nas
células de Leydig. Por outro lado, na fase de inatividade reprodutiva, o nucleo e
citoplasma estavam hipotréficos e o material lipidico em seu citoplasma estava
reduzido (Villagran-Santa Cruz et al., 2014). Logo, a variagdo na atividade das
células de Leydig tem sido associada a alteracBes sazonais do epitélio
seminifero e comportamentos reprodutivos (Shivanandappa e Sarkar, 1979;
Leceta et al., 1982; Islam et al., 2015; Jiménez et al., 2015; Hussin et al., 2018).

A resposta de hiperplasia de células de Leydig observada nos animais em
recrudescéncia sugere a tentativa de recuperacédo ou manutencao dos niveis dos

esteroides sexuais, que se encontravam reduzidos na fase de regressao. A
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demanda emergente de células germinativas avancando na espermatogénese,
conforme caracterizado pela citoartquiterura do epitélio seminifero, corresponde
ao estimulo (direto ou indireto), que determinard a predominancia dos fatores de
proliferacdo sobre os de morte, que se distinguiram durante a regressao.
Portanto, células menores individualmente, mas em maior quantidade,
caracterizaram as células de Leydig na fase de recrudescéncia. Este
comportamento ja foi descrito em outras espécies de amniotas, particularmente
em ratos portadores de diabetes mellitus tipo 2, em resposta a fase aguda da
doenca (Cardoso, 2021) e em diferentes modelos de camundongos, nos quais a
esteroidogénese se desenvolve de maneira subnormal (Auharek et al., 2012;
Oliveira et al., 2020; Gongalves et al., 2021).

6.2.2. Proliferacdo e morte de células de Leydig

Nossos resultados mostram a interacdo entre morte da célula de Leydig
por apoptose e as reducdes das concentracdes plasmaticas de testosterona (r =
-0,398; p=0,049) e IGS (r =- 0,445; p = 0,034) durante a regressao. No entanto,
uma dindmica ciclica pode ser observada, uma vez que nas fases de
recrudescéncia e atividade plena, observamos células em proliferacdo no
compartimento intertubular. Conforme jA mencionado, a atividade proliferativa
das células tronco/progenitoras de Leydig no intersticio de cascavéis parece ser
modulada pelo crescente suporte exigido para a manutencdo da
espermatogénese. Assim, para producdo de andrégenos, o estimulo produzido
pela acdo do horménio luteinizante (LH) sobre as células de Leydig maduras
também é responsavel por promover a proliferacdo das células progenitoras de
Leydig, resultando no aumento desta populacao celular. Portanto, a correlagéo
encontrada entre a taxa de proliferacdo por PCNA e testosterona (r = 0,989; p =
0,03) indica relacédo direta e significativa entre estas variaveis. Ademais, as
células que apresentavam menor volume nuclear eram também aquelas
positivas para PCNA. Esse comportamento, denotando equilibrio entre a taxa de
recrutamento e apoptose de ceélula de Leydig, foi demonstrado para hamster
adulto (Johnson et al., 1987), assim como foi observado maior nimero de células
de Leydig durante o periodo reprodutivo do cavalo, céo, lagarto e corvo (Johnson

e Thompson 2004; Villagran-Santa Cruz et al. 2014; Islam et al., 2015; Hussin et
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al., 2018). Cabe destacar que essa alteracéo populacional da célula de Leydig
nao € regra em animais com reproducdo sazonal. Assim, em Sturnus vulgaris
(Linnaeus, 1758), uma ave europeia com reproducéo sazonal, foram observadas
apoptoses de células germinativas e de Sertoli, mas ndo em Leydig (Young et
al., 2005).

A atividade esteroidogénica das células tem sido caracterizada por
estudos ultraestruturais que identificam o desenvolvimento acentuado do reticulo
endoplasmatico liso, presenca abundante de mitocdndrias com cristas tubulares
e reducao de gotas lipidicas citoplasméticas (Ferreira e Dolder, 2003; Chung,
2008). A presenca de corpos osmiofilicos densos, sugestivo de glicogénio,
também é indicada como estrutura frequente em células em plena atividade
esteroidogénica (Colombo e Burighel, 1974). Nesse sentido, conforme
mencionado previamente, o estudo ultraestrutural das células de Leydig de C.
durissus nos possibilitou relacionar a ocorréncia de REL aos niveis periféricos
de androgenos. A maior concentracdo de REL no citoplasma das células de
Leydig corrobora nossos achados quanto a importancia da maquinaria celular
necesséaria para a producdo de andrégenos. Além disso, foi observado nos
individuos em regresséao que as gotas lipidicas foram substituidas por vacuolos,
sugerindo a reducao dos substratos para sintese hormonal e assim, refletindo na
diminuicdo da testosterona. Nenhuma modificacdo foi observada quando a
morfologia das mitocondrias nas diferentes fases investigadas. Corroborando
com a demanda energética das células de Leydig para desenvolver a atividade
esteroidogénica, os granulos eletrondensos presentes no citoplasma e descritos
no presente estudo, sugerem a presenca de glicogénio, haja vista a maior
frequéncia destes durante a recrudescéncia e pico da atividade
espermatogénica, em detrimento da fase de regresséo, na qual esses granulos
foram poucos observados. Assim, essa associacdo entre maior atividade
esteroidogénica e os granulos de glicogénio, conforme sugerido neste trabalho,
embora esperada (Russo, 1970), indica que se trata de um processo muito

conservado entre os diferentes grupos filogeneticamente distantes.



69

7. CONCLUSAO

De acordo com nossos achados podemos sugerir que as células de
Sertoli e as células de Leydig de cascavéis respondem de maneira ciclica as
condicbes sazonais, embora n&o estejam claros 0S mecanismos que
determinam o inicio destes eventos. Além disso, a célula de Sertoli desta espécie
parece manter a homeostase do epitélio seminifero ndo s6 por meio da
fagocitose de corpos residuais e células apoptéticas, mas também por meio de
um mecanismo de morte celular recém atribuido a essa célula somatica,
conhecido por entose. Acreditamos que a célula de Sertoli desempenha a rapida
remocao de células germinativas apoptoticas e entéticas durante a regressao e
gue os subprodutos lipidicos desse processo sdo armazenados em CoOrpos
lipidicos, para garantir a nutricdo do compartimento tubular de acordo com a
demanda sazonal, assim como se proteger da lipotoxicidade celular que o
mesmo processo pode fornecer diante da grande digestéo celular durante a

regressao.

Para alcancar a homeostase diante das flutua¢des sazonais dos fatores
biéticos e abidticos, Crotalus durissus sofre alteracdes na sintese de
androgenos, associada a modificacbes da morfologia e composicdo da
organizacao da célula de Leydig, assim como sua populacdo. Nesse contexto, €
importante investigar as relagcdes de causa e efeito desencadeado por essas
variacdes, inclusive na resposta positiva das células progenitoras aos
androgenos, os quais estimulam sua proliferacdo. Além disso ainda permanece
para ser esclarecido como se ddo as interacdes entre os compartimentos
intertubular e tubular quanto a regulacdo da atividade e populacdo das células
de Leydig nesta espécie de serpente Neotropical.
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