UNIVERSIDADE FEDERALDE MINAS GERAIS
Instituto de Ciéncias Biologicas

Programa de Pés-Graduacdo em Biologia Celular

Luiza Alves Andrade Colen

AVALIAQAO DAS CELULAS DE LEYDIG DAS REGIOES PERIFERICA E
INTERMEDIARIA DO PARENQUIMA TESTICULAR DE SUINOS:
Marcadores moleculares, eficiéncia esteroidogénica

e proporcdo de macrofagos

Belo Horizonte
2020



Luiza Alves Andrade Colen

AVALIAQAO DAS CELULAS DE LEYDIG DAS REGIOES PERIFERICA E
INTERMEDIARIA DO PARENQUIMA TESTICULAR DE SUINOS:
Marcadores moleculares, eficiéncia esteroidogénica

e proporcdo de macrofagos

Versao final

Dissertacao apresentada ao Programa de
Pos-Graduacdo em Biologia Celular do
Departamento de Morfologia, do Instituto
de Ciéncias Bioldgicas, da Universidade
Federal de Minas Gerais, como requisito
parcial para obtencédo do titulo de Mestre
em Ciéncias.

Area de concentracéo: Biologia Celular

Orientador(a): Dr2. Gleide Fernandes de
Avelar

Belo Horizonte
2020



043

Colen, Luiza Alves Andrade.

Avaliacdo das células de Leydig das regides peritérica e intermediaria do
parénquima testicular de suinos: marcadores moleculares, eficiéncia
esteroidogénica e proporcdo de macréfagos [manuscrito] / Luiza Alves
Andrade Colen. - 2020.

48 - il. ;29,5 cm.

Orientador(a): D1r?. Gleide Fernandes de Avelar.
Dissertacdo (mestrado) — Universidade Federal de Minas Gerais, Instituto de
Ciéncias Biologicas. Programa de Pés-Graduacao em Biologia Celular.

1. Biologia Celular. 2. Suinos. 3. Testiculo. 4. Células Intersticiais do Testiculo.

5. Testosterona. 6. Hormonios. I. Avelar, Gleide Fernandes de. II. Universidade
Federal de Minas Gerais. Instituto de Ciéncias Biologicas. III. Titulo.

CDU: 576

Ficha catalografica elaborada pela bibliotecdria Fabiane C M Reis - CRB 6 - 2680




ATA DA DEFESA

Universidade Federal de Minas Gerais - Instituto de Ciéncias Biologicas
Programa de Pés-Graduaciao em Biologia Celular

ATA DA DEFESA DE DISSERTACAO DE MESTRADO DE ?n“m:im
rada
1°/2018
LUIZA ALVES ANDRADE COLEN 2018697492
As quatorze horas do dia 28 de fevereiro de 2020, reuniu-se. no Instituto de Ciéncias Biologicas

da UFMG, a Comissdo Examinadora da Dissertagdo, indicada pelo Colegiado do Programa, para
julgar, em exame final, o trabalho final intitulado: "AVALIACAQ DAS CELULAS DE LEYDIG
DAS REGIOES PERIFERICA E INTERMEDIARIA DO PARENQUIMA TESTICULAR
DE SUINOS: MARCADORES FENOTIPICOS, EFICIENCIA ESTEROIDOGENICA E
PROPORCAO DE MACROFAGOS", requisito final para obtengio do grau de Mesire em
Biologia Celular. Abrindo a sessdo, a Presidente da Comissdo, Dra. Gleide Fernandes de Avelar,
apos dar a conhecer aos presentes o teor das Normas Regulamentares do Trabalho F inal, passou a
palavra a candidata, para apresentagio de seu trabalho. Seguiu-se a arguigdo pelos examinadores,
com a respectiva defesa da candidata. Logo ap6s, a Comissdo sc reuniu, sem a presenca da
candidata e do publico, para julgamento e expedigdo de resultado final. Foram atribuidas as
seguintes indicagdes:

Prof./Pesq. Instituicio Indicacio
Dra. Gleide Fernandes de Avelar UFMG AP@VA\S)A
Dra. Fernanda Radicchi Campos Lobato de | UFMG
Almeida APROVADA
Dra. Marcela Santos Procépio Instituto de
Reprodugio Humana [APROUAD A

Pelas indicagdes, a candidata foi considerada: AEEOVDOA

O resultado final foi comunicado publicamente a candidata pela Presidente da Comissdo. Nada mais
havendo a tratar, a Presidente encerrou a reunido e lavrou a presente ATA, que sera assinada por
todos os membros participantes da Comissdo Examinadora. Belo Horizonte, 28 de fevereiro de
2020.

Dr*. Gleide Fernandes de Avelar (Orientadora) {%&/;@ o yg,(,Q,OV\ 3
J

Dr*. Fernanda Radicchi Campos Lobato de Almeida M
7

Dr*. Marcela Santos Procépio 1 or cedor Sonlos Procsens—

Obs: Este documento nao tera validade sem a assinatura e carimbo do Coordenador

Prof, Erika Cristina Jorge 7[\
-rdenacora 4o Programa de P Graduagao ; @&( N,
o Biologia Celuar 1CBUFMG

Ata Retificada: 1255998. Processo:; 23072.209031/2022-08. Bloco: 91966.



AGRADECIMENTOS

Agradeco primeiramente aos meus pais, Aurea e Estacio, por sempre me
apoiarem, mesmo quando achavam que eu ndo estava fazendo o que eles
pensavam ser certo. Pelo suporte em todos os momentos, pelas brigas e
discussoes, pois elas também nos fazem crescer. E por terem me proporcionado ser
a pessoa que sou hoje. Agradeco ao meu irmao, Lucas, por ser um companheiro
otimo, para rir, chorar, reclamar, brigar, ouvir minhas teorias mirabolantes. Agradeco
ao meu namorado, Leonardo, que nao poderia ser pessoa melhor. Sempre comigo,
me apoiando e ajudando sempre no que pode. Sendo realmente companheiro e

parceiro de todos os momentos. Amo vocés com todo 0 meu coracao!

Agradeco a minha familia, por estarem sempre reunindo, em festas, cafés, ou
simplesmente aparecendo para colocar a conversa em dia. Esses momentos sao
muito importantes para todos, mostrando companheirismo e afeto, mesmo quando a
situacdo de um ou outro ndo estd boa, um momento de carinho é importante.
Também, parte importante da minha familia, sdo as minhas meninas, Bela, Mel e
Arya, que sempre me recebem com alegria e me ajudam a aliviar as tensdes do dia,

sempre com lambeijos, mordidas e brincadeiras interminaveis.

Agradeco aos meus amigos por sempre me apoiarem e estarem comigo, por
todas as risadas, lagrimas compartilhadas, brincadeiras, conversas, discussdes
construtivas, ou nem tanto, festas, segredos, babados, tretas solucionadas, ou nao,
viagens, e por esse amor enorme que tenho por vocés! Em especial para Gheny,
Camila, Lilian, Barbara, Bruno, Alinne, Rayan, e outros que nao cologuei o nome

agui, mas estédo dentro do meu coracao.

Agradeco as pessoas maravilhosas do Laboratorio de Biologia Celular, que
além de colegas de trabalho, sdo amigos. André, Barbara, Camila (e Pedro!), Carol
Oliveira, Carol Pinhol, Emily (que cuidou da minha filha antes de ela ser a minha
Arya), Fausto, Flavia, Gabriel, Gleide (orientadora linda), Guilherme, Juliana, Mara,
Marcos, Matheus, Natélia, Rafael, Samyra, Talita, muito obrigada! Sempre me
apoiando, ensinando, puxando a orelha, rindo, brincando, contando altos casos, mas
tendo os momentos sérios e engajados. Obrigada pelo apoio, pela amizade e

ensinamentos. Um obrigada em especial a técnica do nosso laboratério, Mara Livia,



gue me ajudou muito nas correrias do projeto, aos ICs que a acompanharam e a
Barbara que me auxiliou na reta final, quando tempo era essencial! Agradeco aos
profissionais de outros laboratorios que também me auxiliaram ao longo desse

periodo.

Agradeco a todos os animais que deram as suas vidas, seus corpos e/ou
seus orgdos em prol deste trabalho e em prol da ciéncia. N6s, pesquisadores, nédo
seriamos quem somos sem Vocés. Seus sacrificios ndo sdo em vao. Os humanos
sdo responsaveis por Ihes respeitarem e permitirem-vos uma boa vida e uma morte

digna.

Por fim, mas ndo menos importante, agradeco a minha orientadora, Gleide,
pessoa maravilhosa e forte, por me acolher e me guiar por esse trajeto. Obrigada
pela paciéncia, sabedoria, profissionalismo e companheirismo. Vocé teve um papel
essencial nesse periodo, me ajudando a crescer ndo sé profissionalmente, mas
como pessoa também. Sempre ofereceu um ombro amigo, nos momentos bons e
ruins e nunca deixou a peteca cair! Nunca me deixou desistir, com 0 seu positivismo,
“calma, vai dar certo!”, e deu! Passamos por muitos momentos de provacido, mas
sdo esses momentos que nos fazem crescer e sermos pessoas melhores. Obrigada

por tudo!



Resumo

No testiculo de suinos é possivel identificar dois tipos morfologicamente
distintos de células de Leydig, os quais encontram-se preferencialmente distribuidos
na regido intermediaria (ID) e na regido periférica (RP) do parénquima testicular.
Assim, células hipertrofiadas predominam em ID e células com menor volume
individual sao frequentes em RP. O presente estudo teve como principal objetivo
investigar caracteristicas fenotipicas que pudessem auxiliar na compreensao das
possiveis diferencas funcionais entre as duas populacdes. Assim, em testiculos de
suinos pos-puberes observamos que as células de Leydig presentes em RP
apresentaram menor intensidade de marcacao para o ERa e concomitante aumento
no indice de proliferacao celular, ndo sendo verificadas alteragdes quanto ao padréao
de imunorreatividade para AR e LHR. A fim de avaliar a capacidade esteroidogénica
das diferentes regides, realizamos um estudo in vivo utilizando o modelo de
xenoenxerto de fragmentos de testiculos de doadores suinos jovens. Desse modo
pudemos observar uma tendéncia quanto a ID ser mais eficiente para a sintese de
testosterona. Ademais, em RP, a densidade de macrofagos apresentou forte
tendéncia a ser maior. Diante desses achados, sugerimos que na populacdo de
células de Leydig em RP predominam células progenitoras e imaturas da linhagem
adulta, enquanto em ID estédo presentes as células maduras. Contudo, mais estudos
serdo desenvolvidos para melhor compreendermos as interacdes celulares nestas

regides distintas do parénquima testicular.

Palavras-chave: Testiculo. Suino. Leydig. Testosterona. Hormoénios. Parénquima

testicular. Regibes periférica e intermediaria.



Abstract

Two morphologically distinct Leydig cells types are recognized within the
interstitial compartment of pigs testes. Moreover, these cells seem to present a
preferential distribution, since the hypertrophied cell type is observed in the
intermediate region (ID), and those cells with small individual volume are more
frequent in the peripheral region of testis parenchyma. Therefore, the present study
aimed to phenotypically characterize these two cell populations, in order to better
understand the functional differences they may present. In this regard, in testes from
postpubertal pigs, we observed that Leydig cells in RP presented a weak intensity of
ERa labeling, whereas the proliferation index found for this population was higher. No
differences regarding AR and LHR immunoreactivity were observed. Additionally, we
evaluated the steroidogenic function in ID and RP through the xenografting approach
that enabled to assess in vivo the synthesis of androgens. Indeed, ID presented a
clear trend and the recipient showed high levels of testosterone. On the other hand,
macrophages were more observed in RP. These findings suggest that Leydig cells in
RP are mainly progenitors and immature types, whereas ID maintain the mature type.
However, further studies are being developed so to better comprehend the cells’

interactions and how they modulate the different regions of testis parenchyma.

Keywords: Testis. Swine. Leydig. Testorterone. Hormones. Testicular parenchyma.

Peripheral and intermediate regions.
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1. INTRODUCAO

No interior dos I6bulos testiculares € possivel identificar dois
compartimentos: o tubular e o intertubular (intersticial). No compartimento
intertubular, sdo encontradas células de Leydig, células alvo do presente estudo.
Os androgenos produzidos por essa células séo responsaveis pela diferenciacéao
e desenvolvimento do sistema genital masculino na fase fetal, dentre outras
funcBes. No intersticio, ha uma grande populacdo de macréfagos, os quais
produzem citocinas potencialmente importantes para o privilégio imunoldgico
dos testiculos e influenciam o desenvolvimento das células de Leydig, as
provendo com fatores de crescimento e diferenciacdo, apresentando até mesmo
digitacdes citoplasmaticas entre essas células, que aumenta a area de contato
entre elas.

O desenvolvimento testicular pode ser dividido em trés estagios:
embrionério/fetal, infantil ou juvenil e pubere. No estdgio embrionario/fetal, a
diferenciacdo das células de Sertoli ocorre a partir da expressdo do gene Sry.
Ao serem formados os corddes seminiferos, células de Leydig fetais se
diferenciam e se instalam nos espac¢os entre 0s mesmaos, no intersticio. O estagio
infantil/juvenil & caracterizado por mitoses sucessivas das células de Sertoli e
germinativas. O término da proliferacdo da célula de Sertoli ocorre entre duas e
trés semanas ap0s 0 hascimento para camundongos e ratos, respectivamente.
No entanto, trabalhos recentes tém sugerido que no testiculo pos-pubere de
ratos e hamsters, células de Sertoli localizadas em uma regido de transicao dos
tubulos seminiferos com a rede testicular preservam sua capacidade de
proliferacdo. Por outro lado em suinos, espécie que tem grande importancia
como modelo animal em alternativa aos roedores, o periodo mitético das células
de Sertoli coincide principalmente com o primeiro més pos-natal e a maturacao
por volta do terceiro més de idade.

Na maioria das espécies, a localizacao espacial dos primeiros eventos da
espermatogénese é considerada aleatéria. Porém, em equinos pré-puberes é
possivel identificar macroscopicamente duas regifes distintas no parénquima
testicular, sendo uma central, com tonalidade mais clara, em contraste com a

regido subcapsular, mais escura. Este padrdo de desenvolvimento se relaciona



13

temporalmente com o aumento da propor¢cao dos tubulos seminiferos e uma
reducdo da densidade de macrofagos e demais células intersticiais. De maneira
semelhante, embora sem a presenca de marcadores macroscopicos, as
alteracdes morfofuncionais no parénquima testicular de suinos pré-puberes
também obedecem a um padrédo. A maturacdo das células de Sertoli tem inicio
nos tubulos localizados na area central do testiculo, proximo ao mediastino, e
progride em direcéo a periferia, sendo seguida pela onda espermatogénica.

A maioria dos mamiferos investigados apresenta um padrdo de
desenvolvimento bifasico (fetal e pos-natal) das células de Leydig. Porém, em
suinos, assim como humanos e outros primatas, as células de Leydig
apresentam 3 fases distintas de desenvolvimento, sendo uma fetal e duas
durante o periodo pés-natal. A populacéo fetal se diferencia no compartimento
intertubular a partir de 30 dias pos-coito. Apds 0 nascimento, a primeira onda de
proliferacéo ocorre ao longo do primeiro més de vida e estabelece a populacéo
infantil. Durante a fase de quiescéncia, que corresponde ao intervalo entre 1 e 3
meses de idade, ambas as populacdes de Leydig (fetal e infantil) passam por um
processo de regressao. Portanto, a segunda onda de expansao pés-natal de
células de Leydig em suinos tem inicio por volta de 3 meses e se estende até o
4° més, sendo responsavel pela determinacéo da populag¢éo adulta. Em suinos,
o volume das células de Leydig e o nimero de receptores de LH e androgenos
alteram-se grandemente ao longo do desenvolvimento.

Em estudos envolvendo o xenoenxerto de fragmentos testiculares em
camundongos imunodeficientes castrados, a maturacdo do parénquima
testicular (do doador) e espermatogénese sdo moduladas pelo eixo hipotalamo-
hipéfise-gbnada; nesse caso, o componente “gbdnada” é substituido pelo enxerto.
Uma vez estimulado, o enxerto assume a producao de testosterona, que atua na
restauracdo do peso e tamanho das glandulas seminais dos camundongos
receptores.

O terceiro maior grupo de animais destinados ao comeércio de carnes no
Brasil € composto por suinos, demonstrando a sua importancia econémica para
0 pais. Os suinos também tém mostrado a sua importancia como modelos
animais em estudos de doencas humanas. Os testiculos de suinos sé&o
caracterizados como o0s “mais versateis Orgdos produtores de esteroides

conhecidos” e geram importantes materiais para pesquisa em diferentes areas.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Estruturatesticular em mamiferos

Em mamiferos eutérios, os testiculos sdo envoltos por varias tunicas de
revestimento, dentre elas, a albuginea, que é uma camada de tecido conjuntivo
fibroso que ao emitir septos, divide o parénquima testicular em Iébulos. Assim,
no interior dos lébulos é possivel identificar dois compartimentos: o tubular, onde
ocorre a espermatogénese, e o intertubular (intersticial), responsavel pela
sinalizacdo hormonal, dentre outras func¢Bes. A maior parte do testiculo &
constituida pelo compartimento de tubulos seminiferos, os quais sdo formados
pelo epitélio seminifero, com células germinativas em diferentes estagios de
diferenciacéo e células de Sertoli, que fornecem nutrientes e suporte fisico, bem
como medeiam acdo de hormonios, criando um ambiente adequando para o
desenvolvimento da espermatogénese (Setchell et al., 2003). Também
apresenta lume central e a tanica propria, constituida de matriz extracelular e
células peritubulares mioides, que ao se contrairem, atuam na propulsédo de
fluidos e dos espermatozoides através dos tubulos seminiferos (Russell, 1990).
No compartimento intertubular, sdo encontradas células de Leydig, o
componente celular mais abundante da regido, células de defesa como
macrofagos e mastocitos, células e fibras do tecido conjuntivo, vasos sanguineos
e linfaticos e nervos (Russell, 1990).

A funcéo testicular € modulada por uma complexa interacdo de diversas
moléculas que envolvem sinaliza¢gBes tanto enddcrinas quanto paracrinas, e a
regulacdo apropriada € a garantia do sucesso reprodutivo (Minagawa et al.,
2014). Os androgenos, produzidos pelas células de Leydig, sdo os responsaveis
pela diferenciacdo e desenvolvimento do sistema genital masculino na fase fetal
(Pelliniemi et al., 1996), assim como manutencdo quantitativa da
espermatogénese e determinacdo das caracteristicas sexuais secundarias
(George e Wilson, 1994; Zirkin et al., 1994; Gendt et al.,, 2004, McEwan e
Brinkmann, 2016; Kangawa et al., 2019). Adicionalmente, os estrégenos tais
como o estradiol, sdo responsaveis por funcdes fisioldgicas cruciais para a
reproducdo nos machos (Joshi e Raeside, 1973; Rochira et al., 2016; Kangawa
et al., 2019).
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2.2 Desenvolvimento do testiculo

O desenvolvimento testicular pode ser dividido em trés estagios:
embrionério/fetal, infantil ou juvenil e pubere (Ou et al.,, 2014). No estagio
embrionario/fetal, a diferenciacéo das células de Sertoli, cuja origem provavel é
0 epitélio celomatico, ocorre a partir da expressdo do gene Sry localizado no
braco curto do cromossomo Y e determina o principal evento de uma cascata de
severas mudancas moleculares e morfolégicas, minuciosamente reguladas e
gue orquestram o desenvolvimento. Portanto, células de Sertoli e peritubulares
mioides envolvem conjuntos de gondcitos, resultando na formacéo dos corddes
seminiferos, os quais correspondem ao primeiro marcador morfolégico da
determinacao testicular (Mclaren, 2000; Chen et al., 2009). Nesse contexto, a
diferenciacdo dos testiculos se inicia por volta de 11,5 dias de gestacdo em
camundongos (Capel, 2000; Combes et al., 2009), 26 dias em suinos (Pelliniemi,
1975) e 56 dias em humanos (Pelliniemi et al., 1993).

Ao serem formados os corddes seminiferos, células de Leydig fetais se
diferenciam e se instalam nos espacos entre 0s mesmos, no intersticio. A
masculinizacdo do feto e o estabelecimento da estrutura essencial dos testiculos
sdo regulados pelas células de Leydig e de Sertoli diferenciadas, juntamente com
outros tipos celulares e hormoénios, como a testosterona, hormdnio anti-
Mulleriano (AMH) e proteina semelhante a insulina 3 (IGFBP3) (Hughes et al.,
1999). O estagio infantil/juvenil é caracterizado por mitoses sucessivas das
células de Sertoli e germinativas (Ou et al.,, 2014). Nesta fase intermediéria,
gonadotrofinas originarias da hipdéfise (particularmente FSH) participam na
regulacao da proliferacdo de células de Sertoli (Griswold et al., 1977; Orth, 1984),
determinando a capacidade de producdo espermatica e o tamanho dos
testiculos na fase adulta (Petersen e Sdder, 2006; Ou et al., 2014).

De maneira geral, para roedores, normalmente utilizados como modelo
experimental, o periodo de proliferacdo de células de Sertoli apds 0 nascimento
€ bem estabelecido (Orth, 1982; Vergouwen et al., 1991; Joyce et al., 1993;
Franca et al., 2000). O término da proliferacédo da célula de Sertoli corresponde
ao periodo de formacédo do citoesqueleto de actina, o desenvolvimento dos
componentes da barreira hemato-testicular, o inicio da secre¢ao e fluxo do

liquido tubular e, a primeira onda de proliferagdo de espermatdcitos (Russell et
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al., 1989; Gondos e Berndston, 1993). Todos estes eventos ocorrem entre duas
e trés semanas apos o0 nascimento para camundongos e ratos, respectivamente.
No entanto, trabalhos recentes tém sugerido que no testiculo pos-pubere de
ratos e hamsters, células de Sertoli localizadas em uma regido de transi¢cao dos
tubulos seminiferos com a rede testicular preservam sua capacidade de
proliferacdo (Aiyama et al., 2015; Figueiredo et al., 2016). Por outro lado em
suinos, espécie que tem grande importancia como modelo animal em alternativa
aos roedores, o periodo mitotico das células de Sertoli coincide principalmente
com o primeiro més poés-natal (Erickson, 1964; Putra e Blackshaw, 1985;
Swanlund et al., 1995) e a maturacéao por volta do terceiro més de idade (Tran et
al., 1981; Kosco et al., 1989; Franca et al., 2000).

Em diferentes espécies, o intersticio, que compreende todas as areas
entre os tubulos seminiferos, apresenta grandes variagbes em relacdo as
proporcdes de células de Leydig, macrofagos, mastocitos, vasos linfaticos e
tecido conjuntivo (Fawcett et al., 1973; Nistal et al., 1984; Dirami et al., 1991,
Anton et al., 1998; Foley, 2001; Kangawa et al., 2019). Em roedores, este
compartimento é caracterizado por conjuntos de células de Leydig ao redor de
vasos capilares sanguineos e espacos linfaticos; porém, em humanos, esta
regido apresenta principalmente, tecido conjuntivo frouxo e delicados vasos
linfaticos (Fawcett et al., 1973; De Kretser, 1994; Setchell et al., 1994; Setchell
et al., 2003). Como resultado imediato da progressdo da espermatogénese, ha
um crescimento abundante do compartimento tubular, fazendo com que o
espaco intersticial sofra relativa diminuicao (Setchell et al., 1988).

Nesta regido ha uma grande populacao de macréfagos, cujo numero, em
ratos, aumenta durante a puberdade (Niemi et al., 1986; Pdllanen e Niemi, 1987;
Hutson, 1990). Essas células fagocitam debris celulares no intersticio, produzem
citocinas potencialmente importantes para o chamado privilégio imunol6gico dos
testiculos, influenciam o desenvolvimento das células de Leydig, as provendo
com fatores de crescimento e diferenciagdo, além de desempenharem um papel
no controle do nicho espermatogonial (Khan et al., 1992a; Hutson, 1994; Kern et
al.,, 1995; Hales, 1996; Haschek et al., 2010; Potter e De Falco, 2017). A
interacdo existente entre os macrofagos e as células de Leydig € também

representada pelo desenvolvimento de digitacdes citoplasmaticas, que ao
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produzir o aumento da area de contato, possibilita o intercambio mais eficiente
de fatores/sinais entre estes tipos celulares (Hutson, 1992; Lara et al., 2018).

Em suinos, assim como em outros vertebrados, o epitélio seminifero é
constituido somente por dois tipos celulares nos periodos fetal e pés-natal inicial,
as células de Sertoli abundantemente distribuidas, sobretudo na periferia dos
corddes seminiferos; e células germinativas, gondcitos e espermatogonias,
localizadas centralmente e junto a membrana basal, respectivamente (Van
Straaten e Wensing, 1977; Godinho e Cardoso, 1979; Van Vorstenbosch et al.,
1987; Franca et al., 2000; Franca et al., 2005; Ford e Wise, 2009). Durante a fase
intrauterina, as células germinativas de suinos se desenvolvem de maneira
independente da acdo de gonadotrofinas, principalmente do FSH (horménio
foliculo estimulante) (Van Vorstenbosch et al., 1984; Vorstenbosch et al., 1987;
Haeussler et al., 2007). Apds o0 nascimento, as células germinativas proliferam
em um ritmo constante, em oposi¢do ao observado para as células de Leydig e
Sertoli (Van Straaten e Wensing, 1977; Godinho e Cardoso, 1979; Okwun et al.,
1993; Franca et al., 2000). Assim, 0os primeiros espermatocitos e espermatides
somente sdo vistos entre 2 a 3 meses de idade (Erickson, 1964; Godinho e
Cardoso, 1979; Franca et al., 2000) e somente apos 10 semanas pos-natal, com
pico em 15 semanas, ocorre crescimento e aumento de peso mais acentuados
dos testiculos pré-puberes em racas suinas de grande porte (Godinho e
Cardoso, 1979).

Na maioria das racas de suinos, a puberdade ocorre entre 4 e 5 meses
de idade e diversos parametros, tais como a maturacdo das células de Sertoli,
primeira espermiacdo, aumento dos niveis plasméaticos de testosterona, do
diametro tubular e peso testicular sdo considerados como referéncia para sua
determinacao. Entre 7 e 8 meses de idade observa-se o inicio da estabilizacéo
dos varios parametros testiculares, indicando maturidade sexual, que é
plenamente alcancada aos 10 meses de idade, de acordo com avalia¢cdes da
fertilidade e da qualidade espermatica (Wrobel e Dierichs, 1975; Van Straaten e
Wensing, 1977; Okwun et al., 1993; Franca et al., 2000; Rodriguéz-Martinéz,
2001).

Na maioria das espécies, a localizacao espacial dos primeiros eventos da
espermatogénese € considerada aleatéria (Courot et al., 1970). Porém, em

equinos pré-puberes é possivel identificar macroscopicamente duas regides
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distintas no parénquima testicular, sendo uma central, com tonalidade mais
clara, em contraste com a regiao subcapsular (periférica) mais escura (Bouin e
Ancel, 1905; Nishikawa e Horie, 1955; Johnson, 1991; Clemmons et al., 1995).
Este padréo de desenvolvimento se relaciona temporalmente com o aumento da
proporcao dos tubulos seminiferos e uma reducéo da densidade de macréfagos
e demais células intersticiais (Clemmons et al., 1995).

De maneira semelhante ao observado em equinos, embora sem a
presenca de marcadores macroscopicos, as alteracdes morfofuncionais no
parénquima testicular de suinos pré-puberes também obedecem a um padrdo
(Ford e Wise, 2009; Avelar et al., 2010). Nesse sentido, a maturacdo das células
de Sertoli tem inicio nos tdbulos localizados na é&rea central do testiculo e
progride em direcdo a periferia (Ford e Wise, 2009). Sendo assim, a onda
espermatogénica tem inicio nos tubulos préximos ao mediastino, uma vez que
as células de Sertoli desta regido ja se encontram mais adiantadas no processo
de maturacdo, secretando o fluido tubular e, portanto aptas a suportar o
desenvolvimento da espermatogénese (Avelar et al., 2010). Nao obstante o
estabelecimento do microambiente, as células de Sertoli maduras presentes
nesta regido secretam acido retinoico (RA), especialmente importante para a
primeira onda da espermatogénese, haja vista que nesta etapa as células
germinativas meibticas, responsaveis pela regulacdo de RA no interior dos

tubulos seminiferos estdo ausentes (revisdo em Gewiss et al., 2019).

2.3 Células de Leydig e seu desenvolvimento

As células de Leydig estdo distribuidas entre os tubulos seminiferos,
préximas aos vasos sanguineos e, entre os tubulos e o tecido conjuntivo que
compde o mediastino e tunica albuginea (Russell e Brinstert, 1996).

Ultra-estruturalmente estas células sao identificadas pela presenca de
mitocondrias com cristas tubulares e reticulo endoplasmatico liso abundante e
desenvolvido, caracteristicas que determinam a funcéo esteroidogénica das
células de Leydig (Bardin, 1996; Pelliniemi et al., 1996; Wu e Wan, 2007; Lervik
et al., 2013). Nesse sentido, 0 hormonio luteinizante (LH), uma glicoproteina que
assim como o FSH, tem sua sintese na adenohipdfise estimulada pelo GnRH

(horménio liberador de gonadotrofinas). A acdo do LH é mediada por receptores
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localizados na membrana citoplasmatica das células de Leydig e os esteroides
sexuais secretados exercem um controle harménico de retroalimentacéo
negativa na producao de LH, tanto no hipotalamo quanto adenohipoéfise (Shupnik
e Schreihofer, 1997; Rochira et al., 2006; Avelar et al., 2010). Receptores para
androgenos estdo presentes nos diferentes tipos de células somaticas
testiculares, incluindo as préprias células de Leydig, células de Sertoli, células
peritubulares mioides e células endoteliais (Schlatt et al., 1997; Suarez-Quian et
al., 1998; Avelar et al., 2010).

O papel desempenhado pela testosterona na manutencdo da
espermatogénese, e ainda como fator anabdlico para diversos tecidos néo
vinculados a atividade reprodutiva, ja € bem estabelecido na literatura (Ewing e
Zirkin, 1983; Deslypere et al., 1984; Fan e Robaire, 1998; Goyal et al., 1999;
Kerr, 2006; Setchell e Breed, 2006; Costa et al., 2011; Yu et al.,, 2017). Em
estudos envolvendo o xenoenxerto de fragmentos testiculares em camundongos
imunodeficientes castrados, a maturacao do parénquima testicular (do doador)
e espermatogénese sdo moduladas pelo eixo hipotdlamo-hipéfise-gbnada;
nesse caso, o componente “‘gbnada” é substituido pelo enxerto. Uma vez
estimulado, o enxerto assume a producdo de testosterona, que atua nha
restauracdo do peso e tamanho das glandulas seminais bem como na
manutencdo do percentual de massa magra dos camundongos receptores
(Honaramooz et al., 2002; Schlatt et al., 2002; Schlatt et al., 2003; Snedaker et
al., 2004). Portanto, foi demonstrado que um ciclo de retroalimentacdo endécrina
€ estabelecido entre o enxerto e o eixo hopotalamo-hip6fise do hospedeiro e que
os niveis de FSH diminuem até atingir os niveis normais, de precastracdo
(Schlatt et al., 2003; Zeng et al., 2006).

A origem e a via de diferenciacdo de células precursoras de Leydig da
populacdo adulta sdo ainda temas de discussao na literatura (Shima, 2019).
Apesar da origem mesenquimal sugerida por varios autores (Russell et al., 1995;
Ge et al., 1996; Lejeune et al., 1998), atualmente jA se considera que essas
células podem compartilhar um precursor comum com as células de Leydig da
populacao fetal, envolvendo mecanismos de desdiferenciagéo e rediferenciacéo
(De Kretser e Kerr, 1994; Gaytan et al., 1994; Russell et al., 1995; Dombrowicz
et al., 1996; Shima, 2019). Embora pouco frequentes, mitoses também podem

ocorrer em células de Leydig adultas (Russell et al., 1995).
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Em ratos, as células de Leydig fetais sdo gradualmente substituidas pela
populacdo adulta. O processo de maturacdo das células da populacdo adulta
tem inicio com as células progenitoras, que avancam e se diferenciam nas
células imaturas e entdo, culmina com a célula madura da popula¢édo adulta de
células de Leydig (Setchell et al., 2003; Chen et al., 2017; Zirkin e Papadopoulos,
2018). Essas células podem ser diferenciadas pela sua morfologia e também
pela capacidade de sintese, uma vez que as células imaturas produzem
androstane-3a e 17B-diol ao invés de testosterona, como o fazem as células
maduras (Ge et al., 1996).

Uma fase anterior aquela das precursoras corresponderia as células de
Leydig tronco. Estas células se diferenciam no testiculo fetal e se comprometem
com a formacédo da populacao de célula de Leydig fetal e como j& mencionado,
das precursoras da populacdo adulta. Temporalmente, as células de Leydig
fetais sdo responsaveis pela masculinizacédo do feto e pelo descenso testicular,
produzindo andrégenos e o fator semelhante a insulina 3 (INSL3); j4 as células
de Leydig adultas sdo responsaveis pela producdo de testosterona e demais
esteroides sexuais para a manutencao das atividades associadas a eles (Kerr e
Knell, 1988; Huhtaniemi e Pelliniemi, 1992; Haider, 2004; Barsoum e Yao, 2006;
Wu e Wan, 2007; Avelar et al., 2010).

A maioria dos mamiferos investigados apresenta um padrdo de
desenvolvimento bifasico (fetal e pés-natal) das células de Leydig (Gondos et al.,
1976). Porém, em suinos, assim como humanos e outros primatas, as células de
Leydig apresentam 3 fases distintas de desenvolvimento, sendo uma fetal e duas
durante o periodo po6s-natal (Griswold e Behringer, 2009). Assim, a populacao
fetal se diferencia no compartimento intertubular a partir de 30 dias pds-coito e,
ao final da gestacdo, sua funcdo é dependente da acdo do LH (Van Straaten e
Wensing, 1978; O’'Shaughnessy e Fowler, 2011). ApGs o0 nascimento, a primeira
onda de proliferacdo ocorre ao longo do primeiro més de vida e estabelece a
populacao infantil. Durante a fase de quiescéncia, que corresponde ao intervalo
entre 1 e 3 meses de idade, ambas as populagdes de Leydig (fetal e infantil)
passam por um processo de regressao. Portanto, a segunda onda de expanséo
pos-natal de células de Leydig em suinos tem inicio por volta de 3 meses e se
estende até 0 4° més, sendo responsavel pela determinacéo da populacéo adulta

destas células esteroidogénicas (Dierichs et al., 1973; Van Straaten e Wensing,
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1978; Franca et al., 2000; Picut et al., 2018). Em suinos, o volume das células
de Leydig e o numero de receptores de LH e androgenos alteram-se
grandemente ao longo do desenvolvimento, sendo que cada célula de Leydig
apresenta cerca de 80.000 sitios especificos de ligacao para LH aos 30 dias pés-
natais, e aproximadamente 35.000 sitios na fase adulta, ndo apresentando
periodos sem a presenca de sitios de ligacédo para esse horménio (Dierichs et
al., 1973; Van Straaten e Wensing, 1978b; Peyrat, et al., 1981; Lunstra e
Christenson, 1986; Franca et al., 2000; Tripepi et al., 2000). Deste modo, o
namero de receptores estaria relacionado com o tamanho das células, e ndo com

0 seu estagio de maturacdo sexual (Peyrat et al., 1981).

2.4 Suinos

O terceiro maior grupo de animais destinados ao comércio de carnes no
Brasil € composto por suinos (“IBGE | Resultados do Censo Agro 2017,” n.d.),
demonstrando a sua importancia econdmica para o pais, uma vez que abrange
uma grande area e engloba diferentes realidades sdcio-culturais (da Silva et al.,
2017). Ja foi demonstrado que a engorda e melhor producédo de carne destes
animais estao relacionados com fatores genéticos (Sprysl et al., 2005). Os suinos
também tém mostrado a sua importancia como modelos animais em estudos de
doencas humanas (Jiang e Rothschild, 2007; Bergfelder-Driing et al., 2015; Yu
et al., 2017). Além disso, guardam semelhanca com o padrdao de
desenvolvimento testicular em humanos, uma vez que apresentam trés fases
distintas, inclusive devido a presenca de um tipo celular visto em poucos
mamiferos, as células de Leydig infantis (Van Straaten e Wensing, 1978; Franca
et al., 2000; Griswold e Behringer, 2009;). Ademais, a maturacdo dos tubulos
seminiferos de suinos se inicia na regido central do parénquima (ID,
intermediaria e TR, transicdo; Figura 1) e parece estar relacionada com um
aumento de tamanho das células de Leydig e da sua funcdo na regido
intermediaria (Avelar et al., 2010). Nesse contexto, e apesar da populagcédo de
células de Leydig mais robusta se comparado com outras espécies (Kangawa et
al., 2019) foi observado em suinos uma grande diferenca regional em relacao a
caracteristicas das células de Leydig. Assim, os volumes citoplasmatico, nuclear

e o0 tamanho individual sdo notavelmente maiores em ID do que nas outras
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regioes, durante todo o desenvolvimento pds-natal, além de apresentarem baixo
indice mitotico (Avelar et al., 2010). Contudo, estudos quanto ao fendtipo
relacionado com a expressdo de proteinas associadas a fungcdo especifica
dessas células ainda permanecem para serem realizados.

Os testiculos de suinos sdo caracterizados como os “mais versateis
orgaos produtores de esteroides conhecidos” e geraram importantes materiais
para pesquisa em diferentes areas, como morfologia, fisiologia, genética e
estudos acerca da espermatogénese (Raeside et al., 2006; Yu et al., 2017;
Kangawa et al., 2019). Assim, 0 nosso estudo tem como foco 0s suinos,
particularmente as diferencas fenotipicas e funcionais das células de Leydig da
regido intermediaria (ID) do testiculo, uma vez que essa regido apresenta
peculiaridades (Avelar et al., 2010), em comparagdo com as células de Leydig
da regido periférica (RP). Deste modo, o estudo teve como objetivo comprovar a
hipétese de existéncia de duas populacdes funcional e morfologicamente

diferentes de células de Leydig em testiculos de suinos.

Figura 1: Representacdo das trés regides do parénquima testicular de suinos,
determinadas de acordo com o gradiente de maturacéo tubular (Avelar et al.,
2010). TA, regiado de tunica albuginea; ID, regido intermediaria; TR, regido de

transigao.
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3. OBJETIVOS
3.1 Objetivo geral

A partir dos estudos prévios realizados em nosso laboratorio (Avelar et al.,
2010) e conhecendo a morfologia distinta dessas provaveis subpopulagdes de
Leydig, propomos no presente trabalho caracterizar fenotipica e funcionalmente
as células de Leydig localizadas nas regides periférica (subcapsular e adjacente
ao mediastino) e intermediaria do parénquima testicular de suinos aos 180 dias
de idade (pOs-puberes), bem como avaliar, por meio do xenoenxerto de
fragmentos do parénquima testicular, a capacidade de sintese de andrégenos e
a relacdo entre as células de Leydig e macréfagos das regibes periférica e

intermediaria.

3.2 Objetivos especificos

- Localizar, por meio de imunohistoquimica, os receptores para andrégeno
(AR), horménio luteinizante (LHR) e estrogeno a (ERa), em células de Leydig
das regides ID e RP.

- Determinar, por meio da contagem de pixels, a intensidade da marcacéao

obtida para as proteinas (AR, LHR, ERa) localizadas em ambas as regides.

- Determinar o indice de proliferacdo por meio da identificacdo das células
de Leydig positivas para o marcador de proliferacdo Ki67 nas regides ID e RP.

- Avaliar a eficiéncia das células de Leydig das diferentes regibes do
parénquima testicular (ID e RP) quanto a producdo de androgeno, utilizando o

modelo de xenoenxerto em camundongos nude.

- Estabelecer a raz&o entre o numero de macréfagos e células de Leydig

nas diferentes regides do parénquima testicular.
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4. MATERIAIS E METODOS
4.1 Animais experimentais

Para os ensaios de imunohistoquimica foram utilizados blocos ja
existentes no acervo do Laboratorio de Biologia Celular, provenientes do estudo
realizado por Avelar et al.,, 2010. Assim, foram selecionados fragmentos de
testiculos de 4 suinos pos-puberes (180 dias de idade), provenientes da Fazenda
Experimental Prof. Hélio Barbosa, localizada no municipio de Igarapé-MG e
vinculada & Escola de Veterinaria da UFMG.

Para a avaliacdo da eficiéncia de sintese de androgenos e quantificacéo
de macrofagos nas diferentes regiées do parénquima, testiculos de trés suinos
aos 07 dias de idade foram obtidos junto & Fazenda Experimental Prof. Hélio
Barbosa. Os testiculos foram coletados de acordo com as diretrizes de manejo
em granjas comerciais, seguindo técnica asséptica e sob orientacéo veterinaria,
transferidos para HBSS (Hank’s Buffered Salt Solution) contendo 0,1% de
antibiético, e transportados em gelo ao Laboratério de Biologia Celular/ICB-
UFMG.

Para a desenvolvimento do modelo de xenoenxerto, seis camundongos
imunodeficientes NCr-BALB/c nude machos, sexualmente maduros e castrados
foram utilizados como receptores. Durante todo o periodo experimental estes
animais foram mantidos em microisoladores ventilados (Alesco®), sob condi¢des
de fotoperiodo controlado (12h luz, 12h escuro) com acesso a racao autoclavada

(Nuvilab CR1 Autoclavavel) e agua filtrada, ad libitum.

Todos os procedimentos foram conduzidos de acordo com protocolos
institucionais de cuidados com os animais e seguiram diretrizes aprovadas pela
Comiss&o de Etica no Uso de Animais da Universidade Federal de Minas Gerais
(CEUA/UFMG) (Protocolo n°123/2013).

4.2 Coleta e processamento dos testiculos

Previamente a cirurgia, os suinos foram sedados com 1 mg/Kg de
azaperone (Destress, Des-Far Laboratétios LTDA, S&ao Paulo, SP, Brasil) pela

via intramuscular, e anestesiados com 3 mg/Kg de associagao zolazepam e
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tiletamina (Zoletil 50; Vibrac do Brasil, Ind. e Com. LTDA, Sao Paulo, Brasil) pela
via endovenosa. Os animais foram orquiectomizados e os testiculos, apds serem
separados do epididimo, foram pesados e seccionados longitudinalmente. Os
fragmentos de testiculo foram obtidos de 3 diferentes regifes do parénquima
testicular: préximo a tunica albuginea (TA); na transicdo dos tubulos seminiferos
e 0 mediastino (rete testis) (RT); e na regiao intermediaria (ID) entre TA e RT
(Figura 1). Estas amostras foram fixadas por imersdo em paraformaldeido 4%
(tamponado em PBS), incluidas em paraplast e rotineiramente preparadas para
analises histologicas. A partir do conhecimento que células de Leydig adjacentes
ao mediastino sdo morfometricamente semelhantes aquelas subcapsulares
(Avelar et al., 2010), consideramos estas regifes dentro de um Unico grupo,
referido nas préximas secdes deste trabalho como regido periférica (RP).

4.3 Imunohistoquimica

Fragmentos dos testiculos dos animais descritos em 3.2, destinados a
imunohistoquimica, foram desparafinizados em xilol e hidratados em
concentracbes decrescentes de etanol e agua destilada. Em seguida, a
recuperacdo antigénica foi realizada utilizando-se tampéao citrato (pH 6,0) em
banho-maria por quarenta minutos a 80°C. Apds o resfriamento, foi realizado o
blogueio da peroxidase enddgena utilizando-se peréxido de hidrogénio em
metanol (para marcacdo de membrana, utilizado peréxido de hidrogénio em
tampéo fosfato, PBS) a 3% por 30 minutos. As laminas foram incubadas com
soro normal especifico a 10%, por 10 minutos e, em seguida, com o anticorpo
primario “overnigth” a 4°C. Todos o0s anticorpos foram previamente testados
quanto a titulacao ideal. Posteriormente, as laminas foram lavadas em tampao e
incubadas a temperatura ambiente com o anticorpo secundario biotinilado
pertinente, por 20 minutos, e com complexo estreptavidina-peroxidase
(Peroxidase Dual Link System - Dako Envision), por 30 minutos. A reacao foi
revelada com 3,3’-diaminobenzidina (DAB) e os cortes contra-corados com
Hematoxilina de Harris. E importante mencionar que para fins de quantificagéo,
as laminas relacionadas a um mesmo marcador foram reveladas de maneira

padronizada. Foram utilizados anticorpos para AR (1:100), LHR (1:50), ERa
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(1:100), Ki67 (1:50) (respectivamente, sc-815, Santa Cruz; sc-24828, Santa
Cruz; sc-542, Santa Cruz; 550609, BD Biosciences; sc-30820).

4.4 Quantificacdo da marcacgéo por intensidade de pixels

A fim de quantificar a marcacao obtida para os receptores de andrégeno,
de horménio luteinizante e de estrogeno a nas células de Leydig, foram
capturadas imagens aleatérias do parénquima testicular de cada animal, de
modo que foram selecionadas aproximadamente 150 células por grupo. As
imagens foram documentadas com a utilizacdo do fotomicroscopio BX60
Olympus acoplado ao sistema de captura Q-Color 3/0Olympus. Cada uma dessas
imagens foi tratada no programa Photoshop CS3 v10.0 sendo convertidas em
escala de cinza, e, em seguida, as cores foram invertidas. Apos esse passo, as
mesmas foram analisadas no programa ImageJ. As células marcadas foram
circuladas (o nucleo inteiro nas marcacdes nucleares ou uma regido de
citoplasma para marcacdes citoplasmaticas) e os valores obtidos no histograma
(que correspondem a intensidade de pixels) foram coletados. Os valores das
médias de todas as células marcadas foram plotados em tabelas.

Para se excluir a variagdo de background e interferéncia da marcacéao por
hematoxilina, circulou-se uma regido homologa em células ndo marcadas
(citoplasma ou nucleo) e o valor obtido no histograma foi subtraido dos valores
de cada célula avaliada. Assim, foram tratados estatisticamente somente os
valores referentes as marcacdes com o0s anticorpos, sem interferéncias de

marcacodes inespecificas e da coloracdo com hematoxilina.
4.5 Andlise de proliferacao

Uma vez finalizada a imunomarcacédo para Ki67, as laminas foram
montadas e analisadas por meio de microscopio Optico para deteccao de
proliferacéo de células de Leydig. Desse modo, foi possivel determinar as taxas
de proliferacdo a partir da contagem de 4.000 nucleos de células de Leydig

(positivas ou negativas) em cada uma das regides.
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4.6 Xenoenxerto

Os testiculos dos suinos coletados a partir da castracdo de animais da
Fazenda Experimental Professor Hélio Barbosa foram tratados dentro de fluxo

laminar, com material estéril e embebidos em solucao salina HBSS.

Os testiculos ainda contidos pelas fascias espermaticas foram levados ao
fluxo laminar, retirados do fluido de transporte e higienizados com alcool 70%.
Em seguida, as membranas envoltérias foram retiradas e as gbnadas
depositadas em placas de petri estéreis. Com o auxilio de lamina de bisturi n°
24, os testiculos foram seccionados ao longo de seu maior eixo e fragmentos
com aproximadamente 8mm? foram obtidos das regies periférica (préximo ao
tecido conjuntivo) e central do parénquima testicular. Os tecidos foram
armazenados em meio de cultura DMEM/F12 (Gibco™) até o momento da

realizacdo do enxerto.

Os camundongos receptores foram anestesiados com a associacao de
cloridrato de cetamina (135 mg/Kg PV, Vetanarcol, Konig, Brasil) e cloridrato de
xilazina (6mg/Kg PV, Dopaser, Calier, Espanha). Inicialmente, os animais foram
orquiectomizados e em seguida, posicionados em decubito ventral. Quatro
incisbes com aproximadamente 0,5 cm foram produzidas; 2 craniais e
medialmente as escapulas e 2 caudais, junto as cristas iliacas. Apés divulsédo
romba, fragmentos das diferentes regides testiculares foram inseridos na
camada subcutdnea dos camundongos. A sutura foi realizada com fio
monofilamento nylon 5.0. Os animais foram mantidos sobre uma superficie
aquecida a 37° C até recuperacdo da anestesia. Os camundongos foram
divididos em dois grupos, definidos de acordo com a origem do fragmento:
parénquima central (ID) ou periférico (RP), sendo n = 3 por grupo. Os
procedimentos cirdrgicos realizados foram realizados por médica veterinaria

treinada.
4.7 Analise da proporc¢ao de células de Leydig por macrofagos

Aos 31 dias apos a cirurgia de xenoenxerto, os animais foram injetados
com 300 pL de solucdo 2% de azul de tripan através da via intraperitoneal. Doze

horas ap0s a injecdo, os animais foram eutanasiados com o correspondente a
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3x a dose anestésica de cloridrato de cetamina (Vetanarcol, Konig, Brasil) e
cloridrato de xilazina (Dopaser, Calier, Espanha), em associa¢cédo. As vesiculas
seminais foram dissecadas e pesadas para verificacdo da eficiéncia do
androgeno produzido pelo enxerto. Os enxertos foram coletados, pesados e
fixados em paraformaldeido 4% (tamponado em PBS) e glutaraldeido 4%
(tamponado em tampao fosfato) para inclusdo em paraplast e metracrilato,
respectivamente. Os fragmentos incluidos em paraplast foram corados com
hematoxilina de Harris e levados ao microscépio, onde foram contadas 1.000
células por lamina, entre macrofagos e células de Leydig. Os tecidos incluidos
em metacrilato foram corados com de azul de toluidina + borato de sédio 1% e o

total de 1.000 células, entre Leydig e macréfagos, por lamina, foram contadas.
4.8 Avaliacdo da testosterona periférica

Para mensurar 0s niveis de testosterona, o sangue foi coletado
diretamente da base cardiaca apés seccdo dos grandes vasos e as amostras
assim obtidas foram centrifugadas por 20 minutos a 4°C e 2.000 rpm para
obtencdo do soro. As aliquotas de soro 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 quantificacdo foi de 10 ng/dL (coeficiente de
variagao intra-ensaio entre 1,7% e 4,6%). Estes procedimentos foram realizados
no Laboratorio Tecsa (Tecnologia em Sanidade Animal) em Belo Horizonte,

Minas Gerais, Brasil.
4.9 Anéalises estatisticas

Os dados quantitativos foram avaliados quanto a normalidade e
homocedacidade, com o teste de Kolmogorov-Smirnov. Quando apresentaram
distribuicdo normal, os dados foram analisados para a presenga de outliers pela
ferramenta Outlier Calculator, submetidos a andlise de variancia (ANOVA) e as
médias comparadas pelo pos-teste de t. Os dados nédo paramétricos foram
avaliados por meio do teste Kruskal-Wallis, e a diferenca entre as medias foi
determinada pelo pés-teste de Mann-Whitney. Todas as andlises foram

realizadas utilizando-se o programa GraphPadPrism 6 (GraphPad Software, Inc).
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Os resultados obtidos foram expressos como média = Dp (desvio padrdo da

meédia) e o nivel de significancia considerado foi de p < 0,05.
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5. RESULTADOS
5.1 Localizacéo e intensidade de marcacéo de AR, LHR e ERa

A localizacéo e intensidade de marcacao para AR, LHR e ERa em células
de Leydig nas duas diferentes regides dos testiculos podem ser observadas na
Figura 2. Nao foram verificadas diferencas para AR e LHR quanto a presenca,
tampouco imunorreatividade, obtida pela analise semiquantitativa de pixels,
entre as células de RP e ID (Fig. 2A — Az; 2B — B2). Entretanto, ERa apresentou
menor intensidade de marcacéo nas células de Leydig de RP (p<0,05) quando
comparada a ID (Fig. 2C — C2). Para as analises de AR (p = 0,3468) e LHR (p =
0,8575), foi utilizado o teste t; e para ER (p = 0,0118), foi utilizado o teste de
Mann-Whitney.
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Figura 2. Fotomicrografias representativas do parénquima testicular da regiao
intermediaria (ID; A, B, C) e periférica (RP; A1, B1, C1) do testiculos de suinos

pos-puberes, apresentando imunorreatividade para os receptores de andréogeno
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(AR), LH (LHR) e estrégeno (ERa), e a intensidade de marcacéo (A2, Bz, C>).
Mesmo padrdo de marcacdo foi obtido para AR e LHR, seja em relacdo a
distribuicdo subcelular ou intensidade de marcacdo (A — A2, B — B2). ERa
apresentou localizacao nuclear (C, C1) embora com menor intensidade (p <0,05)
nas células de Leydig de RP (Cz). Setas pretas indicam células de Leydig
positivas para cada um dos marcadores investigados. Insertos, mostram o

controle negativo da imunohistoquimica. Barra = 50 pm.

5.2 Proliferacao de células de Leydig

Células de Leydig-Ki67* foram observadas em ambas as regifes
investigadas (Fig. 3A e 3B). Os indices de proliferacéo (% células Ki67*) obtidos
para as regides RP e ID (Fig. 3C) foram respectivamente, 13,8 £ 2,35 e 6,1
1,61, sendo analisadas estatisticamente pelo teste de Mann-Whitney. Assim,

apresentou-se significativamente menor na regido intermediaria (p = 0,0286).
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Figura 3: Fotomicrografias representativas da regido periférica (A) e
intermediaria (B) do testiculo de suinos poOs-puberes mostrando células de
Leydig positivas para o marcador de proliferacdo Ki67 e o indice de proliferacao
obtido para essas células. Apesar de presentes nas duas regides, células de
Leydig Ki67* foram menos frequentes em ID (p < 0,05). Setas pretas indicam
células de Leydig positivas para cada um dos marcadores investigados. Insertos,

mostram o controle negativo da imunohistoquimica. Barra = 50 pm.
5.3 Avaliagao da eficiéncia esteroidogénica

A avaliacdo da capacidade de sintese de esteroides sexuais nas
diferentes regibes foi realizada utilizando o modelo de xenoenxerto de
fragmentos testiculares. Assim, foram recuperados 23 dos 24 enxertos
realizados, indicando uma taxa de sucesso de 96% com relagcdo ao engrafting,
ou seja, a capacidade do tecido se estabelecer e desenvolver no animal receptor.

Nesse contexto, o Unico fragmento que néo desenvolveu foi de ID (11/12).

A analise histolégica dos fragmentos mostrou corddes seminiferos,
constituidos pela tunica propria, envolvendo as células de Sertoli imaturas e
gonadcitos/espermatogbnias A, enquanto no intersticio foram observadas células
de Leydig, macréfagos e demais componentes do tecido conjuntivo, além dos
vasos sanguineos e linfaticos (Fig. 4E-F). As células de Leydig, além de
abundantes no compartimento intersticial, apresentavam tamanho individual

distinto de acordo com a origem do enxerto (RP ou ID).

O peso dos enxertos ndo variou de maneira significativa entre os grupos
(Fig. 4A). A vesicula seminal, um marcador biologico importante da fungéo dos
andrégenos perifericamente, ndo apresentou diferenca significativa para o peso
entre 0os grupos, apesar da tendéncia observada para RP (Fig. 4B).
Adicionalmente, os valores encontrados para vesicula seminal foram
equivalentes ao daqueles observados em camundongos né&o castrados,
indicando atividade androgénica nos receptores castrados no momento da

realizacdo do enxerto.

De modo geral, os niveis séricos de testosterona foram semelhantes entre

0S grupos investigados, mas quando observada a tendéncia, verificou-se um
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comportamento inverso ao peso da vesicula seminal. Assim, a concentracao
sérica média de testosterona tendeu a ser maior em ID (p = 0,700) (Fig. 4C).
Diante disso, verificamos que ID produziu aproximadamente 1,5 vezes mais

andrégeno por grama de enxerto em comparagdo com RP (Fig. 4D).
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Figura 4: Avaliacédo in vivo da atividade esteroidogénica de células de Leydig das
diferentes regifes do parénquima testicular de doadores suinos jovens (7dpn),
utilizando o modelo de xenoenxerto em camundongos imunodeficientes. N&o
observou-se diferenca de peso dos fragmentos (A) das regides periférica (RP) e
intermediaria (ID) (p = 0,700), tampouco no peso da vesicula seminal (B) (p =
0,400), 32 dias ap06s o enxerto. A concentracdo periférica de testosterona (C) (p
= 0,700) e a proporcao de testosterona por grama de parénquima testicular (D)
(p = 0,700) nao diferiu entre os grupos, contudo ID produziu 1,5 vezes mais
androgenos que RP. Em E (RP) e F (ID) observa-se as caracteristica histologicas
do parénquima testicular, compativeis com o coorte in situ (Avelar et al., 2010).

Dpn; dias pds-natal. Barra = 50 pm.
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5.4 Proporcao células de Leydig por macréfago

A contagem do numero de macrofagos foi realizada com o auxilio do
corante vital azul de tripan. Portanto, os macréfagos foram identificados nos
cortes histolégicos como células com morfologia variada, com distribuicéo
intersticial e peritubular, mas que apresentavam em seu citoplasma granulacoes
amareladas ou arroxeadas (Fig. 5A-B). Assim, a proporcdo entre 0 nimero de
células de Leydig por macréfago obtida foi 8:1 e 10:1, respectivamente, em RP
e ID, sendo p = 0,0694 (Fig. 5C).
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Figura 5: Fotomicrografias apresentando as caracteristicas dos macrofagos de
diferentes regides do parénquima testicular de doadores suinos jovens (7dpn) e
a proporcao entre células de Leydig e macréfagos, 32 dias apos a realizacao do
enxerto em camundongos receptores imunodeficientes. Para melhor
identificacdo dos macréfagos, os camundongos receptores receberam o corante
vital azul de tripan, sendo assim possivel observa-los adjacentes ao tecido
conjuntivo na RP, conforme pode ser visto em A, ou intersticiais presentes em
ID (B) e também em RP (inserto em A). O numero de células de Leydig por
macrofagos foi semelhante entre as regifes estudadas. Setas pretas indicam
nacleos de células de Leydig. Setas brancas indicam macrofagos que

incorporaram o azul de tripan. Barra = 50 pm.
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6. DISCUSSAO

No presente estudo foi possivel descrever diferencas funcionais regiao-
especificas das células de Leydig no compartimento intersticial dos testiculos de
suinos pos-puberes, estabelecendo assim um fendtipo para essas
subpopulacdes de células. Além disso, a partir dos nossos estudos, € possivel
sugerir que as células progenitoras da populacéo adulta de Leydig de suinos, ou
seja, células Ki67*, localizadas preferencialmente na regido periférica, sao
menos responsivas aos estrégenos testiculares, embora a capacidade
esteroidogénica e a proporcdo de macréfagos ndo seja significativamente
diferente entre as regides, conforme observado nos ensaios in vivo utilizando o

xenoenxerto de fragmentos de parénquima testicular.

Assim, a maior intensidade de marcacéo obtida para ERa em ID sugere
gue as células de Leydig desta regido sejam mais responsivas aos estrégenos.
Essa hipétese € corroborada por outros achados do presente estudo, como a
auséncia de diferencas para os receptores de outras moléculas particularmente
importantes para a funcdo esteroidogénica destas células (AR e LHR). Nesse
sentido, os estrégenos parecem desempenhar importante papel modulador para
funcdes especificas desta populacdo de células de Leydig, funcdes estas que
podem relacionar-se com uma via direta e independente do LH para estimular a
atividade esteroidogénica ou ainda, otimizando a expressdo de CYP19Al,
importante para a conversdo de testosterona em estradiol. E consenso na
literatura que os estrogenos tém importante funcdo reguladora na atividade
testicular de suinos, e estudos mostraram evidéncias do seu importante papel
no desenvolvimento pés-natal da génada masculina (At-Taras et al., 2006;
Berger et al., 2013) e no controle da espermatogénese (Wagner et al., 2006;
Schuler et al., 2018). Porém, mais estudos sao necessarios para melhor elucidar
a funcé@o dos estrégenos nos testiculos desses animais bem como a relagéo
desses hormbnios com a atividade das células de Leydig maduras,
principalmente aquelas localizadas na regido intermediaria do parénquima
testicular (Braun et al., 2018; Hess e Cooke, 2018).

No presente estudo foi possivel identificar células com caracteristicas

morfolégicas de Leydig, imunorreativas para o marcador de proliferagéo celular
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Ki67, nas duas regides investigadas embora o indice de proliferacdo tenha sido
maior na regiao periférica. Quando consideramos os resultados de proliferacéo
frente aos achados relacionados com a intensidade de marcacdo de ERq,
verificamos que as células presentes na regido periférica provavelmente ainda
nao estariam terminalmente diferenciadas. Nesse sentido, é sabido que células
de Leydig maduras nao proliferam, sendo essa atividade desempenhada pelas
progenitoras. Assim, sdo formadas as células imaturas que, apds desenvolverem
a maquinaria intracelular para a produgéo plena de esteroides, se tornam
maduras (Ariyaratne e Mendis-Handagama, 2000). Adicionalmente, € bem
estabelecida a relacdo entre o conteudo de reticulo endoplasmatico liso e
producdo de esteroides sexuais (Ewing et al., 1979; Zirkin et al., 1980), e
conforme demonstrado por Avelar e colaboradores (Avelar et al., 2010), as
células de Leydig em ID apresentam-se hipertrofiadas em comparacéo a regido
periférica. Assim, estudos ultra-estruturais que possibilitem avaliar
comparativamente as células de Leydig de ID e RP ainda permanecem como

perspectiva para o presente estudo.

Desde o inicio dos anos 2000, o xenoenxerto de fragmentos de testiculos
em camundongos imunodeficientes tem sido utilizado como uma importante
ferramenta para o estudo da funcao testicular de varias espécies de mamiferos
(Honaramooz et al., 2002; Arregui e Dobrinski, 2014). Nesse sentido, a
preservacao do microambiente da espécie doadora favorece o desenvolvimento
da espermatogénese, mesmo as gonadotrofinas (LH e FSH) sendo de origem
alégena (camundongo receptor). Espermatogénese completa e gametas viaveis,
inclusive com a formacéo de prole, ja foram relatados (Honaramooz et al., 2002;
Nakai et al., 2010). Diante desse cenério altamente favoravel, utilizamos esta
metodologia para investigar, de maneira comparada, a capacidade de sintese de
esteroides sexuais bem como a populacdo de macréfagos, por meio do uso de
azul de tripan, nas diferentes regides do parénquima testicular. Assim, foi
observado o aumento do volume médio dos fragmentos (RP, 250 mm?; ID, 235
mm?), haja vista o volume inicial médio em torno de 8 mms3. O peso da vesicula
seminal corresponde a um marcador da biossintese de andrdogenos,
particularmente neste modelo, uma vez que 0os camundongos receptores sao

castrados no momento do enxerto. Assim, a presen¢a de vesicula seminal
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funcional é resultado da acdo dos andrégenos produzidos pelas células de
Leydig dos enxertos. Em nosso estudo, as vesiculas seminais dos camundongos
receptores estavam igualmente desenvolvidas entre 0s grupos com enxertos das
duas regides do parénquima e semelhantes ao relatado na literatura (Li et al.,
2019), refletindo assim ndo somente o sucesso do enxerto, mas também a

capacidade semelhante de ID e RP para producao de andrégenos.

A auséncia de diferenca para a concentracdo periférica média de
testosterona nao invalida a discussao de uma interessante tendéncia, uma vez
observado que ID gerou aproximadamente 1,5 vezes mais testosterona que RP,
de acordo com a normalizacao realizada no presente trabalho, que considerou a
concentracdo de testosterona periférica por grama de parénquima testicular.
Nesse sentido, a concentracéo periférica deste andrégeno pode ndo mimetizar
0 contexto testicular, uma vez que a intensidade de marcacédo para AR nas
células de Leydig de ID foi semelhante ao encontrado para RP, sugerindo que
androgenos medeiam fungfes relacionadas intrinsecamente a natureza da
célula de Leydig enquanto estrégenos estariam mais associados ao controle das
funcdes adquiridas ja na fase de célula madura, como sugerido no presente
estudo. Nesse aspecto é importante mencionar que os dados obtidos para
concentragcdo de testosterona periférica resultaram do ensaio de xenoenxerto,
de modo que o parénquima testicular responsavel pela producéo de andrégenos
ainda ndo havia avancado na espermatogénese ao longo do intervalo de 32 dias,
conforme considerado neste trabalho. Portanto, consideramos ainda como
importante perspectiva deste estudo a realizacdo de novos xenoenxertos, porém
aguardar um periodo de no minimo 90 dias para o estabelecimento da

espermatogénese completa e entdo, procedermos com as mesmas avaliacoes.

De acordo com as razdes obtidas no presente estudo, foi possivel verificar
que os macroéfagos estdo mais densamente localizados em RP e essa diferenca
apresentou forte tendéncia, conforme observado pelo valor de p (0,0694). Essa
maior densidade de macréfagos tem um importante significado funcional, pois
aponta uma forte interacdo com as ceélulas de Leydig em RP. Segundo nossos
achados indicam, esta populacdo de células de Leydig ainda ndo esta

completamente madura, entretanto, € bem estabelecido que a esteroidogénese
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nas ceélulas de Leydig € modulada por macrofagos (Lara et al., 2018). Diante
disso, o papel desempenhado pelos macréfagos nesta regido ainda permanece
para ser melhor elucidado. Conforme mencionado anteriormente, este estudo
serd também reproduzido no modelo de xenoenxerto em estadio de maturacdo

mais avancado, isto €, com espermatogénese completa.

Finalmente, de modo geral nossos resultados corroboram com os dados
obtidos por Avelar et al. (2010), no entanto o presente estudo acrescenta um
refinamento aos parametros para caracterizacdo das distintas células de Leydig
para além das avaliacOes estereoldgicas, uma vez que propdem marcadores

fenotipicos para essas células.
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7. CONCLUSOES FINAIS E PERSPECTIVAS

A partir dos dados obtidos no presente estudo podemos concluir que
existem no parénquima testicular de suinos duas populacbes de células de
Leydig com caracteristicas fenotipicas distintas. Assim, de maneira geral as
células de RP apresentam menor expresséo de ERa e sdo mais positivas para
Ki67, além estarem em um meio no qual a densidade de macréfagos tende a ser
maior. Por outro lado, as células de Leydig de ID sdo mais fortemente marcadas
por ERa e o indice de proliferacdo € menor, associado ao fato deste meio ter
menor densidade de macréfagos. Diante desses achados, sugerimos que RP
represente uma regiao do parénquima testicular com maior potencial de células
progenitoras de Leydig, portanto mais imaturas, e que ID concentra as células
de Leydig terminalmente diferenciadas.

A fim de esclarecer a interacdo entre macrofagos e células de Leydig nas
diferentes regides do parénquima, sdo perspectivas deste estudo realizar mais
experimentos de xenoenxerto das duas regides, RP e ID, permitindo que os
fragmentos permanecam nos receptores até o0 estabelecimento da
espermatogénese, que ocorre por volta de 90 dias apds o enxerto. Com estes
fragmentos sera possivel investigar outras enzimas da via esteroidogénica, tais
como 3B-HSD, aromatase (CYP19Al), responsavel pela conversdo de
testosterona em estrgeno, e de 5a-redutase, que participa da reducédo de
testosterona em di-hidrotestosterona, ampliando assim a caracterizacao
fenotipicas das células de Leydig. Nestas condicGes, estamos propondo a
utilizacdo de CD163, considerado marcador especifico dos macréfagos em

suinos para investigarmos de maneira mais acurada, as suas funcoes.
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