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that takes us from confusion to understanding in a manner that’s
precise, predictive and reliable - a transformation, for those lucky

enough to experience it, that is empowering and emotional.

To be able to think through and grasp explanations — for everything
from why the sky is blue to how life formed on earth — not because
they are declared dogma but rather because they reveal patterns
confirmed by experiment and observation is one of

the most precious of human experiences”

(Brian Greene)
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RESUMO

A regido que conecta os tubulos seminiferos (ST) a rete testis, conhecida como regido
de transicdo (TR), € uma area do testiculo que tem sido pouco investigada. Desta
forma, sua caracterizacao e importancia funcional para a espermatogénese, e mesmo
para a fungdo testicular como um todo, nao estdo ainda elucidadas. Particularmente,
algumas caracteristicas peculiares da TR, como a presenca de células de Sertoli (SC)
morfologicamente modificadas e os distintos aspectos imunomorfolégicos dessa
regido e do intersticio circundante, nos levaram a investigar se essas células sdo de
fato fenotipicamente diferentes daquelas SC localizadas em outras areas dos ST. Neste
estudo, avaliamos parametros importantes relacionados a proliferacdo e diferenciacao
das SC, bem como a expressdo do receptor de quimiocina CCR2 na TR e nos ST,
incluindo-se a porgdo final dos ST que se conecta a TR, por nés denominada area
adjacente a TR (Cx), em ratos Wistar pré-puberes e sexualmente maduros. Por
imunomarcacgGes, a proliferacdo celular foi investigada através de Ki-67 e BrdU,
enquanto a expressao de p27, GATA-4 e receptor de andrégeno (AR) foram estudadas
a fim de se avaliar o status de diferenciagdo das SC. A expressao de CCR2 foi avaliada
objetivando-se avaliar a interacdo entre as células do sistema imune e as SC. Ao
contrario do que até entdo esta estabelecido na literatura, na qual é considerado que
as SC param de proliferar in vivo até o 212 dia de idade em ratos, encontramos SC
localizadas na TR positivas para Ki-67 e para BrdU em ratos com 36 e 120 dias de idade.
SC presentes na TR negativas para p27 também foram observadas em ambas as
idades. Acerca do status de maturacdo das SC, em ambas as idades e diferentemente
das SC localizadas nas outras areas testiculares, observamos SC da TR ndo expressando
AR ou GATA-4. Ademais, em geral ha uma menor expressdo de AR em SC presentes na
TR em comparagao a Cx e ST. Além disso, apés o amadurecimento sexual, SC da TR
apresentaram consideravelmente uma maior expressao de CCR2. A elevada expressao
de CCR2 pode estar envolvida na indugdo da tolerancia a auto-antigenos ou com a
proliferagdo celular, como observado em cancer de proéstata. Em conjunto, nossos
dados sugerem um distinto comportamento (funcdo) de SC localizadas na TR, bem
como nos leva a hipotetizar a possivel existéncia de uma subpopulacdo progenitora de
SC nesta regiao.

Palavras-chave: Rato Wistar, testiculo, regido de transicdo, célula de Sertoli,
proliferacdo, receptor de andrégeno, GATA-4, CCR2.
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ABSTRACT

The region that connects the seminiferous tubules (ST) to the rete testis, known as the
transition region (TR) or transitional zone, is an area of the testis that has not yet been
well characterized. Therefore, its morphofunctional importance for spermatogenesis
and testis function as a whole is not yet completely understood. Particularly, the
peculiar characteristics of the TR, such as the presence of morphologically modified
Sertoli cells (SC) and the distinct immunomorphological aspects of this region, as well
as the surrounding interstitium, motivated us to investigate if those cells are
phenotypically different (i.e. express different factors or molecules) from SC located in
other ST area. In the present study we have evaluated several important parameters
related to the SC proliferation/differentiation and the expression of the monocyte
chemo-attractant protein 1 receptor (CCR2) along the seminiferous tubules (ST), in the
TR, and in the connection between ST and the TR (Cx) in prepubertal and adult Wistar
rats. Using immunostaining, the cell proliferation was investigated through Ki-67 and
BrdU, while p27, GATA-4, androgen receptor (AR) expressions were studied in order to
evaluate the SC differentiation status. CCR2 expression was assessed in order to
evaluate the interaction between the immune cells and SC. Unlike what is established
in the literature, in which is considered that SC stop proliferating in vivo at 2-3 weeks
of age in rats, we found Ki-67 and BrdU positive SC at 36 and 120 days—-old. However
those mitotic SC were present only in the TR. Regarding the SC maturation, at both
ages and different from the other areas, we observed SC located in the TR that did not
express AR or GATA-4. Also, in comparison to the Cx and ST, in general a lower AR
expression was found in SC located in the TR. Furthermore, in older rats, the SC
present in the TR showed a higher CCR2 expression. This elevated CCR2 expression
could be involved in the induction of self-antigens tolerance or with cell proliferation,
as observed in prostate cancer. Taken together, these findings suggest a distinct
behavior/function of SCs located in TR, leading us to hypothesize the presence of
transiently amplifying SC subpopulation in this region.

Keywords: Wistar rats, testis, transition region, Sertoli cells, proliferation, androgen
receptor, GATA-4, CCR2.
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Introdugéo e Revisdo de Literatura

1. Introducao e Revisao de Literatura

1.1. Estrutura Testicular em Mamiferos

O testiculo dos mamiferos eutérios € um drgdo, cuja funcdo é anficrina — sendo
responsavel pela producdo de gametas e pela biossintese de andrdégenos, com formato
arredondado ou ovoide, localizado no escroto na maioria das espécies. O escroto
propicia um microambiente capaz de regular a temperatura do testiculo, cuja
termorregulacdo ocorre, na grande maioria das espécies, através de vdrios
mecanismos envolvendo vasos sanguineos, musculo liso e esquelético, glandulas
sudoriparas e pelos. Entretanto, em vdrias espécies este 6rgdo se apresenta localizado
no canal inguinal, na cavidade abdominal proximo a bexiga ou até mesmo aos rins

(Setchell & Breed, 2006).

O testiculo é envolvido por uma capsula de tecido conjuntivo fibroso, a tunica
albuginea, que emite trabéculas ou septos para o interior do érgao delimitando os
I6bulos testiculares. Préoximo a extremidade cranial do testiculo localiza-se o funiculo
espermatico, que contém artérias, vasos linfaticos, veias, nervos, musculo cremaster e
o ducto deferente, que se origina na cauda do epididimo, localizada préximo a
extremidade caudata do testiculo (Amann, 1981; Russell et al., 1990). O parénquima
testicular pode ser dividido morfofuncionalmente em dois compartimentos: o

compartimento tubular e o intertubular.

O compartimento dos tubulos seminiferos ou tubular ocupa, na maioria dos
mamiferos, entre 70 a 95% do parénquima testicular (Russell et al., 1990; Franca &
Russell, 1998; Hess & Franca, 2007). Os tubulos seminiferos se estendem em uma rede
convoluta que se conecta por meio dos tubulos seminiferos retos (especificamente,
pela regido de transicdo) a rete testis localizada no mediastino testicular (Franca et al.,
2005), e sdo compostos por tunica prépria, epitélio seminifero e lumen tubular. A
tunica propria reveste externamente os tubulos seminiferos e é constituida de matriz
extracelular e células peritubulares mioides — células contrateis que auxiliam na
propulsdo dos espermatozoides e do fluido testicular; o epitélio seminifero € composto
por células germinativas em diferentes estagios de diferenciacdo e pelas células de
Sertoli; e o lUmen tubular corresponde a regido central dos tubulos e é resultante da

secregdo de fluido pelas células de Sertoli, sob a influéncia do FSH e principalmente

2
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andrégenos. Esse fluido é responsdvel por carrear os espermatozoides recém-
formados/espermiados, ainda imdveis, através de parte dos ductos excurrentes (rete

testis, ductulos eferentes e ducto epididimario) (Russell et al., 1990).

Acerca do compartimento intertubular, seus componentes sdo as células de
Leydig, vasos sanguineos e linfaticos, nervos e uma populagao celular varidvel
constituida principalmente de macrofagos, fibroblastos e mastdcitos (Russell et al.,
1990). Embora exista entre as diversas espécies uma grande variagdo quanto a
proporcdo volumétrica (%) dos diferentes componentes do compartimento
intertubular, comumente a célula de Leydig é o tipo celular mais frequente neste

compartimento (Fawcett et al., 1973; Franca & Russell, 1998; Hess & Francga, 2007).

1.1.1. Células de Sertoli

As células de Sertoli exercem papel crucial na espermatogénese e na estrutura
dos tubulos seminiferos e, juntamente com as células peritubulares mioides,
sintetizam a membrana basal que é fundamental para a integridade e fungao tubular
(Dym, 1994). Ademais, devido a suas jungdes de oclusao, as células de Sertoli dividem
o epitélio seminifero em compartimentos basal e adluminal (Russell & Griswold, 1993).
No compartimento basal estdo localizadas as espermatogOnias e espermatdcitos
primarios iniciais, enquanto no adluminal encontram-se os espermatdcitos primarios a
partir de zigdteno, espermatdcitos secundarios e espermatides. Funcionalmente, as
jungdes de oclusdo compdem a barreira hematotesticular ou de células de Sertoli, que
propicia um microambiente particular e imunoprivilegiado essencial para o
desenvolvimento do processo espermatogénico (Russell et al, 1990; Russell &
Griswold, 1993; Yazama, 2008; Mital et al., 2010; Meinhardt & Hedger, 2011; Francga et
al., 2011; Franca et al., 2012; Domke et al., 2014; Kaur et al., 2014; Jiang et al., 2014).

Durante o processo espermatogénico, as células de Sertoli e as células
germinativas interagem fisica e funcionalmente de maneira bastante complexa
(Kyronlahti et al, 2011; Sugimoto et al., 2012; Chen & Liu, 2014). Existem distintas
formas de juncGes intercelulares entre esses dois tipos celulares, incluindo-se os

desmossomos, complexos tubulos-bulbares, juncdes do tipo “gap” e juncbes a base de
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actina, conhecidas como especializagées ectoplasmaticas (Russell & Griswold, 1993;
Kopera et al.,, 2010). Estas ultimas parecem impedir a descamacao (sloughing) de
células germinativas do epitélio seminifero, evitando assim a infertilidade.
Particularmente, as juncdes semelhantes a desmossomos e as especializacOes
ectoplasmaticas da porg¢do basal do epitélio seminifero coexistem ao nivel da barreira
hematotesticular, onde as mesmas auxiliam as jun¢Ges de oclusdo na manutencdo da
barreira imunolégica (Kopera et al., 2010; Francga et al., 2011; Franca et al., 2012). De
modo geral, evidencia-se a necessidade da interacdo paracrina das células
germinativas com os componentes somaticos do testiculo, principalmente células de
Sertoli, Leydig e peritubulares mioides, para que o processo espermatogénico
transcorra de maneira normal e eficiente (Russell et al., 1994; Franca & Russell, 1998;
Welsh et al., 2009; Rossi & Dolci, 2013; Rebourcet et al., 2014). A integridade funcional
da membrana basal elaborada pelas células de Sertoli e peritubulares mioides é

também fundamental para o processo espermatogénico (Dym, 1994).

Nos testiculos de animais sexualmente maduros, é considerado que as células
de Sertoli estdo completamente diferenciadas. A consideravel variagao na forma e
estrutura da célula de Sertoli durante o ciclo do epitélio seminifero demonstra o alto
grau de plasticidade desta célula, o que reflete as alteracdes morfofuncionais que
ocorrem nas células germinativas (Russell et al., 1993; Sugimoto et al., 2012). Além da
composi¢ao da barreira de células de Sertoli, anteriormente citado, as células de
Sertoli realizam outras fungdes essenciais para o desenvolvimento das células
germinativas, dentre as quais podem ser mencionadas: o fornecimento de nutrientes e
diversos outros fatores para as células germinativas, bem como a prépria sustentacao
para essas células espermatogénicas; participacdo ativa no processo de liberagcdo
(espermiacdo) das espermatides para o lumen tubular; fagocitose tanto do excesso de
citoplasma (corpos residuais) resultante da liberacdo das células espermiadas, quanto
de células germinativas que sofrem apoptose (Griswold, 1998; Hess & Francga, 2007,
Sofikitis et al., 2008). Conforme também ja foi dito, as células de Sertoli secretam ainda
fluido em direcdo ao lumen tubular, o qual possui substancias e inUmeros fatores
importantes para a funcao epididimdria e maturacdo espermatica, servindo também

de veiculo para o transporte dos espermatozoides (Griswold, 1988; Robaire & Viger,
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1995). A secrecdo de fluido também ocorre em dire¢do ao compartimento
intertubular, estando assim envolvida com mecanismos de regulacdo paracrina de
outros tipos celulares do testiculo, tais como as células peritubulares mioides, de
Leydig e musculares lisas dos vasos. A célula de Sertoli faz ainda a intermediagao
hormonal do processo espermatogénico apresentando, dentre outros, receptores de
androgenos e de FSH (Russell et al.,, 1990; Russell & Griswold, 1993; Sharpe, 1994;
Franca & Russell, 1998; Hess & Franca, 2007). Além disso, a célula de Sertoli é
considerada como o principal componente do nicho espermatogonial, que é definido
como o microambiente especifico que regula o controle da auto-renovacao,
diferenciacdo e mesmo apoptose das espermatogonias-tronco (Voog & Jones, 2010;
Oatley & Brinster, 2012; De Rooij & Griswold, 2012; Yoshida, 2012; Iwamori, 2014),
sendo composto pelas proprias células-tronco, células somaticas adjacentes e matriz
extracelular (Hofmann, 2008; Caires et al., 2010; Spinnler et al., 2010; Oatley &
Brinster, 2012). Por estarem em intimo contato com as células germinativas, as células
de Sertoli, além de oferecer o suporte cito-arquitetural importante na manutencdo do
nicho, atuariam fundamentalmente através da sinalizacdo por GDNF — que é um fator
essencial para a proliferacdo e auto-renovacdo espermatogonial (Hofmann et al, 2005;
Lee et al., 2007; Hofmann 2008; Kokkinaki et al., 2009; Nakagawa et al., 2010; Campos-
Junior et al., 2012; Chen & Liu, 2014; Song & Wilkinson, 2014).

Diversos estudos demonstram que o nimero de células de Sertoli por testiculo
é o principal fator na determinacdo da magnitude da producdo espermatica e do
tamanho do testiculo (Hess et al., 1993; Sharpe, 1994; Franca et al., 1995; Hess &
Franca, 2007), tendo por fundamento o fato de que as células de Sertoli tem
capacidade de suporte de células germinativas relativamente fixa para cada espécie, e
que, teoricamente, a populagao desse tipo celular se mantém estdvel apds a
puberdade (Franca & Russell, 1998; Sharpe et al., 2003; Hayrabedyan et al., 2012;
Tarulli et al., 2012), tampouco havendo alteracdo no seu numero ao longo dos
diferentes estddios do ciclo do epitélio seminifero (Wing & Chistensen, 1982). Uma
maior populacdo de células de Sertoli oferece maior suporte as espermatogobnias,
resultando em aumento do nimero das células germinativas (Franca et al., 1995;

Auharek & Franca, 2010). Desta forma, como estabelecido na literatura, o nimero de
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células de Sertoli definido durante o desenvolvimento testicular, no periodo que
antecede a puberdade, determina em ultima analise o tamanho do testiculo e a
magnitude da producdo espermatica no individuo adulto (Hess et al., 1993; Sharpe,

1994; Franca & Russell, 1998; Hess & Franca, 2007).

Embora esta premissa esteja sendo revista para mamiferos em geral
(Hayrabedyan et al., 2012; Tarulli et al., 2012; Tarulli et al., 2013), considera-se, em
ratos e camundongos, que as células de Sertoli proliferam mais ativamente durante a
fase fetal, ocorrendo um pico de proliferacdo das mesmas antes do nascimento (Orth,
1984; Orth et al., 1988; Orth, 1993). Apds o nascimento, estd estabelecido nesses
roedores que a proliferacdo das células de Sertoli se estende por 2 a 3 semanas,
reduzindo de forma gradual até o inicio da proliferacdo de espermatdcitos primarios.
Assim, considera-se que por volta do 212 dia pds-natal em ratos ndo mais ocorrem
divisbes das células de Sertoli (Steinberger & Steinberger, 1971; Orth, 1982;
Vergouwen et al., 1991; Joyce et al., 1993, Auharek, 2007; Auharek & Franca, 2010)
(Fig. 1). Dai em diante, o numero de células de Sertoli por testiculo é considerado
estavel por toda a vida do animal (Franca et al., 2005; Hayrabedyan et al., 2012). Sabe-
se que o hormoénio foliculo estimulante (FSH) desempenha importante papel na
regulacdo da proliferacdo das células de Sertoli (Orth, 1984, 1988, 1993; Heckert &
Griswold, 2002; Meachem et al., 2005). No entanto, varios estudos sugerem — dentre
outros fatores como activina A (Nicholls et al., 2012) — que andrdgenos e estrégenos
também influenciam essa proliferacdo (Orth, 1984, 1993; Sharpe et al., 2003; Johnston
et al., 2004; Atanassova et al., 2005; Scott et al., 2007, 2008; Auharek et al., 2010,
2011, 2012; Lucas et al., 2014). Em contrapartida, os hormdnios tireoidianos atuam
(principalmente através do inibidor de ciclina, p27) de forma marcante na transicdo do
estado mitdtico para o ndo-mitdtico (maturagdo/diferenciagdo) das células de Sertoli
antes da puberdade (Cooke et al., 1994; Franca et al., 1995; Cooke et al., 2005;
Auharek & Franca, 2010; Chatonnet et al., 2014; Gao et al., 2014; Sun et al., 2015).

1.1.2. Células de Leydig

As células de Leydig sdo a principal fonte de andrégenos (Smith & Walker,

2014), sintetizados a partir do colesterol (Bardin, 1996) e sob a estimulacdo exercida
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pelo horménio luteinizante (LH) em receptores localizados na membrana
citoplasmatica dessas células. Similarmente ao FSH, o LH é uma glicoproteina
sintetizada e secretada pela adenohipdfise sob a influéncia do horménio liberador de
gonadotrofinas (GnRH) proveniente do hipotalamo. Nos testiculos, existem receptores
para andrdégenos nas células de Sertoli, células peritubulares midides, musculares lisas

dos vasos e na propria célula de Leydig (Sudrez-Quian et al., 1999).

Dentre os andrégenos produzidos pelas células de Leydig incluem-se a
testosterona e a diidrotestosterona, os quais sdo responsaveis pela diferenciacdo do
trato genital masculino e da genitalia externa na fase fetal (Pelleniemi et al., 1996;
Teerds & Keijer, 2014), bem como pelo aparecimento dos caracteres sexuais
secunddrios e pela manutencdo quantitativa da espermatogénese a partir da
puberdade (Sharpe, 1994; Zirkin et al., 1994; De Gendt et al., 2004; O’Hara et al.,
2014). Especificamente, a diidrotestosterona é considerada o principal andrégeno
responsavel pela manutencdo funcional das glandulas sexuais acessérias e do
epididimo (Fan & Robaire, 1998; Goyal et al., 1999). Atualmente é reconhecida
também a relevancia destas células de Leydig na morfogénese gonadal e também no
descenso testicular (Virtanen & Toppari, 2014), principalmente através da secrecdo de
fatores como a activina A (Archambeault & Yao, 2010), o peptideo semelhante a
insulina 3 (Insl-3) (Kubota et al., 2001; Chen et al., 2010) e mesmo os andrégenos

(Chen et al., 2010).

1.2. Espermatogénese

A espermatogénese é um processo ciclico, organizado e bem coordenado, que
ocorre no interior dos tubulos seminiferos, no qual as espermatogbnias diploides
(células-tronco germinativas responsaveis por manter o processo espermatogénico e a
homeostase testicular) se diferenciam gradualmente em espermatdcitos,
espermatides e espermatozoides (De Rooij & Russell, 2000; De Rooij & Griswold, 2012;
Kanatsu-Shinohara & Shinohara, 2013; Yang & Oatley, 2014). Na maioria das espécies
de mamiferos eutérios ja investigados (Franca & Russell, 1998) a espermatogénese

dura de 40 a 60 dias e, baseado em caracteristicas morfolégicas e funcionais, este
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processo pode ser dividido em trés etapas ou fases: fase espermatogonial ou mitética,
fase espermatocitaria ou meidtica e fase espermiogénica ou de diferenciacdo (Russell
et al., 1990; Sharpe, 1994; Franca et al., 1998; Hess & Franca, 2007). Acredita-se que o
acido retinoico, metabdlito ativo da vitamina A, seja um importante fator no processo
de diferenciagdo das espermatogonias (Sugimoto et al., 2012; Rossi & Dolci, 2013;
Mark et al., 2015) e também para que essas trés fases ocorram adequadamente e de
forma sincronizada, desde o inicio do desenvolvimento pds-natal do testiculo, sob o
controle da célula de Sertoli (Hogarth & Griswold, 2012).

A fase espermatogonial é caracterizada pela auto-renovacdo e diferenciacdo
das espermatogonias-tronco; nesta etapa ocorrem sucessivas divisdes mitéticas na
qual sdo geradas células “amplificadoras e/ou progenitoras” e células comprometidas
com a diferenciagdo. Estas células mais diferenciadas ddo continuidade ao processo
espermatogénico, por meio de um intrincado processo de diferenciacdo e proliferacao,
até a ultima divisdao mitdtica, que origina os espermatdcitos primdrios (pré-leptotenos)
iniciando, assim, a fase espermatocitaria (De Rooij & Grootegoed, 1998; De Rooij &
Russell, 2000; De Rooij & Van Pelt, 2003; Phillips et al., 2010; Nakagawa et al., 2010; De
Rooij & Griswold, 2012; Yoshida, 2012). Nessa etapa, importante para a variabilidade
genética entre individuos de uma mesma espécie, ocorre a duplicagdo do DNA, a
recombinacdo génica e a segregacdo dos cromossomos homoélogos. Esta fase também
é conhecida como profase | e pode ser subdividida em pré-leptoteno/leptéoneno,
zigéteno, paquiteno e dipldteno. Ao término da primeira divisdo meidtica (reducional),
sdo formados os espermatdcitos secundarios que, apds a segunda divisdo meidtica
(equacional), dao origem as espermatides arredondadas. Tem-se, dessa forma, o inicio
da terceira etapa, fase espermiogénica, na qual ocorre um complexo processo de
diferenciacao, que envolve a formacdo do acrossomo e do flagelo, a compactacado do
DNA (substituicao das histonas por protaminas) e o alongamento progressivo das
espermatides, culminando na formacdo dos espermatozoides (Russell et al., 1990;

Hess & Franga, 2007).
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1.3. Regido de Transigao

Conforme brevemente mencionado (item 1.1), a regido de transicao
compreende a porcdo terminal dos tubulos seminiferos que se conecta com a rete
testis (Perey et al., 1961; Roosen-Runge, 1961). Nessa regido, na qual se verifica a
presenca de raras células germinativas (espermatogobnias e eventuais espermatadcitos),
ha predominancia de células de Sertoli consideradas modificadas (Dym, 1974;
Nykdnen, 1979; Hermo & Dworkin, 1988). Estas células de Sertoli, com aspecto
colunar, orientam-se em direcdio a membrana basal e seus d4pices convergem
distalmente em direcdo a rete testis. Assim, essa configuracdo faz com que o lumen
dessa regiao fique bastante diminuido, funcionando como uma espécie de valvula, de
modo a prevenir ou dificultar o refluxo de fluido e/ou células da rete testis para o
[imen tubular (Perey et al., 1961; Roosen-Runge, 1961; Hermo & Dworkin, 1988). As
células de Sertoli dessa regido sao consideradas modificadas por apresentarem
distintas caracteristicas, quando comparadas com as células de Sertoli localizadas ao
longo dos tubulos seminiferos. E citado na literatura que essas células apresentam
intensa atividade de endocitose, a qual seria capaz de regular e modificar a
composicdo do fluido testicular (Osman & Ploen, 1978; Hermo & Dworkin, 1988).
Também é considerado que as mesmas exibem estruturas lisossbmicas como parte de
sua maquinaria celular e jung¢des de oclusdo luminais, em comparacdao com as demais
células de Sertoli dos tubulos seminiferos que apresentam juncoes de oclusdo basais

(Nykdnen, 1979; Hermo & Dworkin, 1988).

Particularidades histoquimicas também foram demonstradas na regido de
transicdo, sendo encontrada uma grande concentracdo de fosfatase alcalina e PAS
(Osman, 1984). Esses achados sugerem maior permeabilidade dessa area em relagado
ao restante dos tubulos seminiferos. No entanto, quando o lantanio foi utilizado como
tracador para se averiguar a permeabilidade da barreira de célula de Sertoli
(hematotesticular) nessa area, diferencas funcionais ndo foram encontradas (Osman,
1984). Pelo fato de maior concentracdo de glicogénio também ter sido encontrada na
regido de transicdo, foi hipotetizado que esse achado poderia ser devido ao maior
armazenamento de energia em decorréncia do ndo desenvolvimento da

espermatogénese nessa regido. Alternativamente, essa maior concentra¢cdo de
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glicogénio estaria envolvida na secrecao de fluido rico em carboidratos para fornecer
energia aos espermatozoides que por esse local transitam (Osman, 1984). Em
contrapartida, uma menor concentra¢do de gotas lipidicas foi encontrada nas células
de Sertoli nessa regido, fazendo crer que a atividade metabdlica das células de Sertoli
na regido de transicdo seja menor, particularmente pelo fato dessas estruturas
estarem relacionadas com a atividade metabdlica das células de Sertoli (Osman, 1984).
Conforme pode ser notado através da literatura citada nestes dois ultimos pardgrafos,
os dados existentes para esta particular regido dos tubulos seminiferos sdo, de certa

forma, bastante especulativos.

Do ponto de vista imunoldgico, em comparacdao com as demais regides dos
tubulos seminiferos, uma maior prevaléncia de linfécitos e macrofagos foi observada
circundando a regido de transicdo (Takahashi et al., 2006). O fato de maior quantidade
de linfécitos estarem presentes ao redor dessa regido sugere que esta seja um local
onde os linfdcitos autorreativos possam ter acesso a antigenos de células germinativas,
uma vez que ha indicios que na regido de transicdo a barreira de células de Sertoli

possa ser funcionalmente mais vulneravel (Osman, 1984).
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2.1. Justificativa

Até o presente momento, a regido de transicdo foi alvo de poucos estudos, os
quais sdo, em grande parte, morfolégicos e descritivos. Assim, a sua caracterizacdo e
importancia funcional para a espermatogénese, e mesmo para a funcdo testicular
como um todo, ndo estdo ainda totalmente elucidadas. Conforme ja foi mencionado,
algumas caracteristicas peculiares da regido de transicdo, tais como a presenca de
células de Sertoli consideradas modificadas, pequena quantidade de células
germinativas e maior concentracdo de macréfagos e linfocitos ao redor da mesma
tornam essa area um interessante alvo para investigacdes mais pormenorizadas acerca
de importantes eventos morfofuncionais como a regulagcao da proliferacdo das células
de Sertoli e a interacdo destas com as células do sistema imune. Deve ser também
ressaltado que estudos preliminares em nosso laboratério sugeriram que as células de
Sertoli na regido de transicdo em ratos proliferavam por um periodo mais longo (isto é,
acima de trés semanas) do que ocorre usualmente nas outras areas do parénquima
testicular. Assim, a investigacdo de fatores ou caracteristicas moleculares das células
de Sertoli na regido de transicdo pode fornecer importantes subsidios que auxiliem na
melhor compreensdo de sua propria fisiologia, proliferacdo e diferenciacdo, além das

interagdes entre essas células somaticas e as células germinativas.

2.2. Objetivos

2.2.1. Objetivo Geral

Avaliar caracteristicas morfofuncionais das células de Sertoli, de modo a
investigar se essas células presentes na regido de transicdo entre tubulos seminiferos e
rete testis, e consideradas modificadas, sdo de fato fenotipicamente diferentes (isto é,
expressam diferentes fatores ou moléculas) daquelas localizadas em outras areas dos
tubulos seminiferos através de andlises morfométricas, estereoldgicas e
imunohistoquimicas, em ratos Wistar pré-puberes e sexualmente maduros. Neste

sentido, as seguintes areas foram investigadas: i) regido de transi¢do; ii) por¢ao final
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dos tubulos seminiferos que se conecta a regido de transicdo, denominada area

adjacente a regido de transicao; e iii) area ao longo dos tubulos seminiferos.
2.2.2. Objetivos Especificos
e Investigar o status de proliferagdao das células de Sertoli através dos

marcadores proliferativos Ki67 e BrdU.

e Investigar o status de diferenciacdo das células de Sertoli através da marcacao

por p27 e da expressdo de receptores de andréogenos (AR) e de GATA-4.

e Avaliar a correspondéncia entre o status de proliferacdo (através do marcador
Ki-67) com o de diferenciacdo (pela expressdo de AR) das células de Sertoli por

duplas marcagdes.

e Investigar a expressdo de CCR2 nos diferentes tipos de células testiculares.
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3.1. Animais Experimentais

Foram utilizados no total 20 ratos (Rattus novergicus) machos da linhagem
Wistar; metade desses ratos era pré-puberes, com 36 dias de idade, e a outra metade
sexualmente madura, com 120 dias de idade ao sacrificio. Desses animais, 4 (sendo 2
pré-puberes e 2 sexualmente maduros) receberam injecdo intra-peritoneal de
bromodeoxiuridina (BrdU) (Fig. 2). Esses animais, procedentes do Centro de Bioterismo
(Cebio) do ICB/UFMG, foram mantidos no biotério do Laboratdrio de Biologia Celular, e
todos os procedimentos adotados foram de acordo com as recomendacdes do Comité
de Etica em Experimentacdo Animal da Universidade Federal de Minas Gerais —

CETEA/UFMG (Protocolo de nimero 398/2013).

3.2. Processamento do Material Histologico

Os animais utilizados foram todos pesados e sacrificados por overdose de
pentobarbital (50 mg/Kg peso corporal). Os quatro ratos (2 animais pré-puberes e 2
sexualmente maduros) destinados as andlises de proliferacao de células de Sertoli pela
marcacdao com bromodeoxiuridina (BrdU) receberam, 2 horas antes do sacrificio,
injecdo intraperitoneal de solugdo de BrdU (150mg de BrdU/Kg de animal). Em
seguida, os testiculos foram retirados, pesados (Tab. 1), e fragmentos dos mesmos
com cerca de 4 mm de espessura, coletados préximos a regido da rete testis, foram
mantidos imersos em fixador por 24 horas. O tipo de fixador, bem como a temperatura
mantida durante a fixa¢do, variou conforme o propdsito destinado (Tab. 2). Apds a
fixacdao, esses fragmentos foram recortados em fragmentos ainda menores, de 1 a 2
mm de espessura, e mantidos em alcool 70% até o momento da inclusdo. Para esse
procedimento, foi realizada a desidratagdo dos fragmentos testiculares em
concentragdes crescentes de alcool etilico em dgua destilada (70%, 80%, 95% e 100%),
que foram por fim diafanizados em xilol, incluidos em Paraplast® (Merck). Cortes
histolégicos de 5um de espessura foram obtidos em micrétomo rotativo Leica RM

2165.
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3.3. Analises Biométricas e Morfométricas

Para o calculo do indice gonadossomatico (IGS), que representa o percentual
das gbnadas em relacdo ao peso corporal, foi aplicada a seguinte féormula por
individuo: IGS= Wg/Wt x 100, onde Wg = peso das gonadas e Wt = peso corporal.

A fim de melhor caracterizar os grupos avaliados neste estudo, o didametro
tubular médio e a altura média do epitélio seminifero por animal foram calculados a
partir da mensuracdo ao acaso de 30 seccdes transversais de tubulos seminiferos que
apresentavam contorno o mais circular possivel. Essas medidas ndo levaram em
consideragao o estadio do ciclo do epitélio seminifero e foram realizadas utilizando-se

régua micrométrica adaptada a uma ocular de 10x, em aumento de 400x.

3.4. Regioes Investigadas

Conforme mencionado no item 2.2, neste estudo avaliamos caracteristicas
morfofuncionais das células de Sertoli presentes na regido de transicdo (TR), na area
adjacente a regido de transicdo (Cx) e ao longo dos tubulos seminiferos (ST). O
esquema a seguir ilustra essas regides investigadas. Definimos, arbitrariamente, a
extensdo da Cx equivalente a medida de um didmetro tubular, ou seja,
aproximadamente 250 um. A partir desta distancia para a TR, as andlises foram feitas

considerando como areas de ST.

= g Regido adjacente Regiao ao longo dos
Regidsde transigio a regido de transigao tibulos seminiferos
(TR) (Cx)

250 pm

Legenda: 3 Célula de Senol modificada & Macrilago &, Espermaloglnia

Célula peritubular midide @  Linfocito %‘ Espermaticito

Célula epielial

Espermatide
da rote lestis ®

©  vaso sanguineo révadineriaeon
Esparmatice

Célula de Sertol (& Céluta de Leydig i alongada
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3.5. Imunohistoquimica

As seccOes histologicas destinadas a imunohistoquimica foram desparafinizadas
em xilol e hidratadas em concentra¢cdes decrescentes de etanol. Em seguida, o
bloqueio da peroxidase enddgena foi realizado através da incuba¢do dos cortes com
solucdo de agua oxigenada (H202 em metanol; 0,6%), por 30 minutos. A recuperacao
antigénica foi realizada utilizando-se tampao citrato (pH 6,0) em microondas, com
poténcia maxima, por cinco minutos a partir da ebulicdo. Apds o resfriamento, as
laminas foram submetidas ao bloqueio da avidina e biotina (Kit de Bloqueio
Avidina/Biotina, Vector Laboratiries), por 15 minutos cada. Posteriormente, as sec¢des
histoldgicas foram incubadas em soro para o bloqueio de ligacdes inespecificas e,
subsequentemente, incubadas com o anticorpo primario “overnight” a 4°C. Foram
utilizados anticorpos para Ki-67, BrdU, p27, receptor de andrégeno (AR), GATA-4 e
CCR2 (Tab. 3). Na sequéncia, as laminas foram lavadas em tampdo e incubadas com o
anticorpo secunddrio biotinilado (Tab. 3) por uma hora e, em seguida, com solucao
ABC (Vectastain® ABC, Vector Laboratories) por 30 minutos a temperatura ambiente. A
reacao foi revelada com diaminobenzidina (DAB) e os cortes contra-corados com

Hematoxilina de Mayer.

3.6. Andlise Quantitativa

3.6.1. Quantificacao de Marcagao

Para os marcadores Ki-67, AR, GATA-4, CCR2, o percentual de células de Sertoli
positivas e negativas em cada uma das regides avaliadas (TR, Cx e ST) foi calculado.
Para isso, uma area de 50 mil um? de cada uma dessas regides foi analisada por
individuo. Esta area foi assim determinada através de andlises estatisticas, pelas quais
se revelou que, a partir de uma area de 30 mil um? por regido, os dados se
apresentavam estaveis (estatisticamente semelhantes). Considerando-se uma maior

margem de seguranca, uma area por regido ainda maior foi avaliada.

3.6.2. Quantificagcao de Expressao
A fim de se quantificar a expressdao do AR nas células de Sertoli em cada uma

das regides avaliadas (TR, Cx e ST), imagens do parénquima testicular contemplando
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todas essas regioes foram obtidas em microscdpio Olympus BX60, acoplado a camera
fotografica e adquiridas com resolucdo de 2576 x 1932 pixels (300dpi). Por meio do
programa Photoshop CS3 v10.0, as imagens foram convertidas em escala de cinza e,
subsequentemente, as cores foram invertidas. A seguir, as imagens foram analisadas
utilizando o software de anadlise de imagens Image J (Image Processing and Analysis in
Java, v1.45s), mensurando-se 60 células de cada regido em cada individuo (Lara, 2014;
Oliveira, 2014).

Na regido ST dos individuos pré-puberes, foram levadas em consideracdo
apenas células de Sertoli presentes em tubulos seminiferos que i) apresentavam
espermatdcitos primarios em dipléteno no compartimento adluminal e zigéteno no
compartimento basal (correspondente ao estadio Xlll caracterizado conforme o
método do sistema acrossémico) e que ii) apresentavam espermatdcitos primarios em
paquitenos no compartimento adluminal e pré-leptéteno no compartimento basal
(correspondente ao estadio VIl também caracterizado de acordo com o método do
sistema acrossomico). Ja para os adultos, levaram-se em consideracdo células de
Sertoli presentes em tubulos seminiferos i) nos estadios IX-XIIl e ii) no estadio VIl
(conforme o sistema acrossémico de classificacdo); estadios nos quais é observada
uma menor e uma maior expressao de AR respectivamente, tendo em vista que a
expressao de AR no testiculo é estadio-dependente (Bremner et al., 1994; Hill et al.,
2004; Walker & Cheng, 2005; O’Donnell et al., 2006).

Os nucleos de células de Sertoli expressando a proteina de interesse foram
entdo demarcados e a intensidade de pixels determinada segundo o histograma. Para
se excluir a variagao de background, mediu-se a intensidade de pixels de uma regiao
sem células (lumen de tubulo seminifero ou vaso sanguineo) em cada imagem, e esse
valor foi subtraido do valor obtido para cada célula da mesma imagem (Lara, 2014;
Oliveira, 2014). Por fim, para se averiguar a diferenca de expressdo entre as diferentes
regidoes de um mesmo grupo de idade e entre as diferentes idades, os dados relativos
de intensidade de marcacdo obtidos na TR, na Cx e na regido ST nos estadios IX-XIIl e
no estadio VII foram comparados considerando a regido ST no estadio VIl como

controle.
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3.7. Imunofluorescéncia

Nas analises de imunofluorescéncia, sec¢bes histoldgicas de amostras fixadas
em metacarn foram desidratadas e submetidas a recuperacao antigénica e bloqueio de
ligacdes inespecificas conforme previamente descrito (item 3.4). Em seguida, foi
realizada a incubacdo com anticorpos primarios “overnight” a 4°C. Com o intuito de se
avaliar a correspondéncia entre o status de proliferacdo e o de diferenciacdo das
células de Sertoli, foi feita dupla marcagdo utilizando anticorpos para Ki-67
(Pharmingen, #558615; diluicdo 1:50) e AR (Santa Cruz, sc-816; diluicdo 1:50).
Posteriormente, as laminas foram lavadas em tampdo e incubadas com anticorpo
secunddrio AlexaFluor [633 anti-mouse (1:200) e 488 anti-rabbit (1:200)] por uma hora
a temperatura ambiente. Apds lavagem com tampado, as laminas foram montadas com
solucdo de Mowiol 4-88 (Merck). O controle negativo da imunofluorescéncia foi
realizado substituindo-se o anticorpo primario por TBS (omissdo do anticorpo
primario). Apds essa etapa, as laminas foram analisadas para se investigar os tipos

celulares marcados nas diferentes regides testiculares investigadas.

3.8. Analise Estatistica

Todos os dados quantitativos foram testados quanto a normalidade e
homoscedasticidade das variancias pelos testes Kolmogorov-Smirnov (Dallal-
Wilkinson-Lilliefor) e Bartlett, respectivamente. Em caso de distribuicdo normal, os
parametros foram submetidos a analise de variancia (One-way ANOVA) e as médias
comparadas pelo teste Newman-Keuls. Ja para os dados nao-paramétricos, foi aplicado
o teste Kruskal-Wallis para a analise de variancia, seguido do teste Dunns para a
comparacdo das médias. Para a avaliacdo longitudinal, ou seja, comparacao entre os
dados do individuo pré-pubere e do individuo sexualmente maduro de uma mesma
regido, foi aplicado o Teste-T. Todas as andlises foram realizadas utilizando-se o
programa GraphPad Prisma 5 (GraphPad Software, Inc), e o nivel de significancia

considerado foi de p < 0,05.
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4. Resultados

4.1. Biometria

As médias dos pesos corporais e testiculares, bem como do indice
gonadossomatico de ambos os grupos avaliados (pré-pubere e sexualmente maduro)
estdo expressos na Tab. 1. Além disso, medidas morfométricas testiculares, incluindo-
se o diametro tubular e a altura do epitélio seminifero, podem também ser observadas
na mesma tabela. Conforme seria de se esperar, todos os valores encontrados foram

significativamente maiores (p < 0,05) nos ratos Wistar sexualmente maduros.

4.2. Proliferagao das Células de Sertoli

SCs apresentando atividade proliferativa foram encontradas na TR em ratos
pré-puberes, bem como naqueles sexualmente maduros. Pela andlise quantitativa da
marcacao de Ki-67 (Fig. 3), foi observado que cerca de 4% (4,26%) das SCs estavam
proliferando na TR em animais pré-puberes. Embora esse numero apresente-se
significativamente reduzido (p < 0,05), em ratos adultos as SCs ainda apresentavam-se
em proliferagao (~1%). Ja nas outras regides analisadas (Cx e ST) nenhuma célula de
Sertoli foi encontrada proliferando (Fig. 3l).

Embora pequeno numero de ratos tenha sido avaliado, padrao semelhante foi
observado nas analises utilizando-se BrdU. Ou seja, apenas SCs localizadas na TR foram
encontradas proliferando, tanto em ratos jovens quanto naqueles adultos (Fig. 4).
Interessantemente, em um dos individuos jovens foi observado um grupo de células de

Sertoli com atividade mitética na TR (Fig. 4B).

4.3. Diferenciagao das Células de Sertoli
o P27
Na imunomarcagao para p27, proteina que medeia a interrupgdao do ciclo
celular, caracteristicamente expressa em células que ndo mais sofrem proliferacao,
padrdo equivalente aos marcadores de proliferacdo foi também obtido. Assim, na TR,

foram observadas SCs negativas para p27 em ratos jovens e, apesar de ndo terem sido
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feitas andlises quantitativas, poucas SCs negativas para este importante marcador foi

notada nos ratos adultos (Fig. 5).

e AR

SCs negativas para a marcacdo de AR e localizadas na TR foi um achado
relativamente frequente em ratos pré-puberes (Fig. 6). Assim, quase um quinto dessas
células (~17%) nao estavam expressando AR. Conforme pode ser notado na mesma
figura, esse niumero apresentou-se reduzido (p < 0,05) praticamente pela metade (~
9%) em ratos adultos. J& na Cx, algumas poucas células de Sertoli foram encontradas
também negativas para este marcador em questdo em ambos os grupos investigados,
sendo esta ocorréncia inferior a 1%. Em contraste, em outras areas ao longo dos ST as
células de Sertoli avaliadas normalmente expressavam AR (Fig. 6l).

Comparando-se as diferentes areas investigadas, observamos que tanto nos
animais pré-puberes quanto naqueles adultos a expressdo relativa de AR apresenta
padrdo similar (Fig. 7). Na TR, a expressdo de AR foi semelhante aos estadios do ciclo
do epitélio nos quais esta expressdao apresentava-se menor (p < 0,05), sendo, no
entanto, significativamente menor (p < 0,05) do que aquele (estadio VII) em que a
expressao era maior. Por outro lado, quando as diferentes idades foram comparadas,
observamos que a expressao de AR aumenta significativamente na TR e na Cx (p<0,05)
(Fig. 8), entretanto, nenhuma variacdo significativa nesta expressao foi notada para os

diferentes estadios (VI e IX-XIll) avaliados (Fig. 8) ao longo dos ST.

e GATA-4

Na avaliacdo imunohistoquimica para GATA-4 observamos que algumas SCs
presentes na TR também ndo expressam esse fator de transcricdo. A andlise
guantitativa desta marcacdo (Fig. 9) nos revelou que em ratos pré-puberes o valor
encontrado foi da ordem de aproximadamente 8%, enquanto nos adultos esse valor
reduziu significativamente em aproximadamente a metade (p < 0,05). Na Cx, foram
ainda encontradas algumas SCs negativas para GATA-4, valor este inferior a 1% tanto
em ratos pré-puberes quanto naqueles adultos. Ja ao longo dos ST, todas as SCs foram

observadas expressando GATA-4 (Fig. 91).
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4.4, Expressao de CCR2

Ao realizar imunohistoquimica para CCR2 (Fig. 10), observamos que somente as SCs
localizadas na TR e na drea adjacente a TR (Cx) expressam esse receptor. Assim, nos
animais pré-puberes cerca de 10% das SCs presentes na TR foram positivas para esse
marcador. Com a maturidade sexual, esse nimero aumentou consideravelmente de
modo a compreender mais de 90% das SCs na TR dos ratos Wistar adultos (Fig. 10I).
Notamos ainda aumento significativo (p < 0,05) de SCs expressando CCR2 na Cx nos
ratos sexualmente maduros. Desta forma, aproximadamente 2% e 5% de SCs positivas
foram observadas respectivamente nos animais jovens e adultos (Fig. 10l). Também
foram observados espermatdécitos primarios em paquiteno expressando esse receptor
em seus citoplasma e membrana citoplasmatica (Fig. 11) na Cx e ao longo dos ST, tanto

em ratos pré-puberes quanto naqueles sexualmente maduros.

4.4. Imunofluorescéncia
e AR-Ki-67

Ao realizar a dupla marcacdo para Ki-67 e AR observamos um padrdo
caracteristico para as SCs localizadas na TR, tanto nos ratos jovens (Fig. 12) quanto
naqueles adultos (Fig. 13), onde normalmente as SCs positivas para AR sdo negativas
para Ki-67. Caracteristica esta também observada na Cx e ao longo dos ST (Fig. 12Ce F;
Fig. 13C e F). Ainda, SCs Ki-67 positivas e AR negativas foram notadas na TR (Fig. 12C e
F; Fig. 13C e F). Interessantemente, células peritubulares mioides na TR (Fig. 12C) e
células epiteliais da rete testis (Fig. 13 C) proliferando (Ki-67 e AR positivas) foram

observadas.
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5. Discussao

Até o presente momento, esta estabelecido na literatura que o periodo de
proliferagdo pos-natal das células de Sertoli se estende até o momento coincidente
com intensa proliferacdo de espermatdcitos primarios, formacdo da barreira de células
de Sertoli (hematotesticular) e secrecdo de fluido tubular (Russel et al., 1989). Eventos
estes que em ratos ocorrem entre a segunda e a terceira semana pds-natal (Orth,
1982; Johson et al., 1996; Auharek, 2007; Cheng & Mruk, 2009; Auharek & Franca,
2010), e que também sdo considerados como marcadores morfofuncionais da
diferenciacdo/maturacdo das células de Sertoli (Russel et al., 1989). A partir desse
periodo, é considerado que as células de Sertoli ndo mais se dividem (Steinberger &
Steinberger, 1971; Orth, 1982; Franca & Russel, 1998; Franca et al., 2000; Sharpe et al.,
2003; Franca et al., 2005) e passam a constituir uma populacdo terminalmente
diferenciada (Kluin et al., 1984; Sharpe et al., 2003; Ahmed et al., 2009; Mital et al.,
2011) e estavel no testiculo (Buzzard et al., 2003; Sharpe et al., 2003; Franca et al.,
2005; Hayrabedyan et al., 2012), particularmente pelo fato de que apoptoses de
células de Sertoli adultas serem raramente observadas em condigdes normais (Russel
et al., 2001). Entretanto, diferentemente do que é classicamente estabelecido,
diversos trabalhos publicados na ultima década, incluindo-se os resultados obtidos no
presente estudo, indicam que a populacdo de células de Sertoli em mamiferos pode
ndo ser numericamente estavel ou terminalmente diferenciada no periodo pré e pos-
pubere (Chaudhary et al., 2005; Tarulli et al., 2006; Trivedi et al., 2007; Ahmed et al.,
2009; Chui et al., 2011; Tarulli et al.,, 2012; Dufour et al., 2014). Existem ainda
evidéncias em algumas espécies sazonais, como cavalos, de que o nimero de células
de Sertoli varia conforme a estacdao reprodutiva (Johnson and Thompson, 1983;
Johnson et al.,, 1991). Ademais, apds a puberdade e inicio da maturidade sexual,
apesar de ser observada estabilizacdo no didametro tubular e na eficiéncia das células
de Sertoli (mensurada como nuimero de células germinativas por célula de Sertoli), em
varias espécies de mamiferos ja investigadas observa-se aumento significativo do peso
testicular, da producdo espermdtica e do comprimento tubular (Podany, 1969;

Swierstra, 1973; Johnson & Thompson, 1983; Ekwall et al., 1984; Franca, 1987;
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Berndtson & Thompson, 1990; Castro et al., 1991; Meisami et al., 1992; Russell, 1992;
Franca et al., 2000).

Em grande parte, a premissa de uma populacdo adulta de células de Sertoli
terminalmente diferenciada ocorre devido a ndo observacdo de divisdo dessas células,
por exemplo, em testiculos de ratos adultos ou de homens normais (Steinberger &
Steinberger, 1971; Russell & Clermont, 1977; Mclachlan et al., 1995; Zhengwei et al.,
1998; Mclachlan et al., 2002; Matthiesson et al., 2006; Sridharan et al., 2007).
Entretanto, em contraste com o que esta correntemente estabelecido na literatura e
desafiando o dogma atual, no presente estudo encontramos atividade proliferativa em
células de Sertoli (Ki-67/BrdU positivas, p27 negativas) localizadas na regido de
transicdo tanto em ratos de 36 dias de idade pds-natal, quanto naqueles sexualmente
maduros e com 120 dias de idade pds-natal. Pela quantificacdo utilizando-se o
marcador Ki-67, foi observado que, embora reduzido, aproximadamente 4% e 1% das
células de Sertoli proliferavam na regidao de transicdo em ratos jovens e adultos
respectivamente.

E sabido que o processo de proliferacio/maturacdo das células de Sertoli é
controlado, e regulado temporalmente, por diversos fatores tais como os hormonios
FSH e tireoidianos (Franca et al., 2005; Tarulli et al., 2012). Também é amplamente
conhecido que o FSH estimula a proliferacao das células de Sertoli durante o inicio do
desenvolvimento pdés-natal (Plant & Marshall, 2001; Sharpe et al., 2003). No entanto,
embora desempenhe importante papel na espermatogénese (Chen & Liu, 2014), sua
funcdo ao término do periodo proliferativo ndo é ainda bem investigada (Meachem et
al., 2005). Em contraste com o FSH, o hormonio tireoidiano desempenha importante
papel na diferenciacdo das células de Sertoli (Van Haaster et al., 1992; Auharek &
Franca, 2010), agindo através das proteinas p21 e p27 — que sdo inibidoras da
proliferacdo celular (Cooke et al., 2005; Holsberger & Cooke, 2005; Holsberger et al.,
2005). Com base nos resultados encontrados no presente estudo, e com a finalidade
de se buscar elucidar os mecanismos envolvidos na atividade proliferativa das células
de Sertoli, seria interessante investigar a expressdao dos receptores de FSH e

hormonios tireoidianos nas células de Sertoli presentes na regido de transicao.
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e AR

O AR é um fator de transcricao induzivel por ligante e que regula a expressao
de genes alvos em resposta aos andrégenos (Sheckter et al., 1989; Keller et al., 1996;
O’Donnell et al., 1996; Roy et al., 1999; Heinlein & Chang, 2002; O’Donnell et al., 2009;
Stanton et al., 2012). Um ponto debatido na literatura é acdo dos andrdgenos e de
seus receptores (AR) na maturacdo das células de Sertoli (Tan et al., 2005). Sabe-se
que no periodo de maturagdo dessas células, ocorre um aumento na expressdo de AR
em todo o testiculo, provavelmente devido ao aumento do numero de células de
Leydig e ao aumento de receptores expressos nas células de Sertoli (Buzek & Sanborn,
1988). Essa elevada expressdo de AR é associada ao término do periodo proliferativo e
a diferenciacdo das células de Sertoli (Hazra et al., 2013). Em contraposicdo, a auséncia
de AR claramente impacta negativamente a maturacdo dessas células (Willems et al.,
2010), o que indica que as células de Sertoli que ndo expressam AR observadas na
regido de transicdo, tanto em animais jovens quanto em adultos, possuem um
fendétipo mais imaturo. De certa forma, podemos especular que o baixo nimero de
células germinativas (particularmente em estdgios mais avancados da
espermatogénese) presentes na regido de transicdo (Hermo & Dworkin, 1988)
influenciaria na existéncia dessas células de Sertoli que ndo expressam AR (O’Donnel
et al., 2000; Cheng et al., 2010), visto que, conforme considerado na literatura, o
complemento dessas células germinativas teria importante papel na formagdo de
juncdOes de oclusdo (barreira das células de Sertoli) e, por conseguinte, na maturacao
das células de Sertoli (Willems et al., 2010).

E importante ser ressaltado que na medida em que ocorre o amadurecimento
sexual, ambas as acbes dos andrégenos e expressdo de AR nas células de Sertoli se
tornam estadio-especificas (Bremner et al., 1994; Suarez-Quian et al., 1999; Meistrich
et al., 2003). Neste estudo, observamos que na regido de transicao as células de Sertoli
apresentam uma expressao relativa de AR similar aqueles estaddios de reduzida
expressao. A menor expressdo de AR pode ser indicativa de um status menos maduro
das células de Sertoli localizadas na regido de transi¢cdo (Sharpe et al, 2003), visto que
falhas na maturacdo dessas células ja foram associadas com a auséncia ou menor
expressdo desse receptor (Regadera et al., 2001). Assim, a menor expressdo de AR

observada na regido de transicdao pode estar relacionada a hipdtese de que as células
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de Sertoli dessa regido possam apresentar um fendtipo mais indiferenciado e, assim,
habil de proliferar.

Ainda neste contexto, similar aos achados do presente estudo, Tarulli e
colaboradores observaram células de Sertoli expressando Ki-67 coincidente com uma
menor expressao de AR apds supressao hormonal em homens (Tarulli et al., 2013),
indicando que células de Sertoli com capacidade proliferativa apresentam menor
expressdo de AR, e, consequentemente, alteracdo do status de diferenciacdo (Steger
et al., 1996; Kliesch et al., 1997; Steger et al., 1999). Portanto, uma vez mais pode ser
inferido que a menor capacidade das células de Sertoli em responder aos andrdogenos

estaria associada com um fenétipo mais indiferenciado (Tarulli et al., 2013).

e GATA-4

GATA-4 é um fator de transcricdo expresso principalmente nas células de
Sertoli e em células de Leydig adultas (Viger et al., 1998; Ketola et al., 1999, 2002;
McCoard et al., 2001; Oreal et al., 2002; Imai et al., 2004; LaVoie et al., 2003, 2004;
Martin et al., 2012) importante para o desenvolvimento e func¢do testicular de
mamiferos, particularmente nos aspectos envolvidos na regulacdo de expressao génica
e na diferenciacdo celular (Tevosian et al., 2002; Bouma et al., 2007; Manuylov et al.,
2007; Kojima et al., 2008; Viger et al., 1998, 2008; Manuylov et al., 2011; Tevosian,
2014). Mais especificamente, no testiculo esse fator é fundamental na diferenciacdo e
na regulacdo da fung¢do das células de Sertoli, e também requerido para adequadas
interagdes entre essas células somaticas e as células germinativas (Bielinska et al.,
2007; Kyronlahti et al., 2011; Tevosian, 2014). De modo semelhante quanto ao AR,
tanto em ratos jovens quanto naqueles adultos, encontramos células de Sertoli que
nao estavam expressando GATA-4 na regido de transicdo e na drea adjacente a esta
regido. A auséncia de GATA-4 pode estar associada a uma disfun¢do/funcdo alterada
das células de Sertoli, afinal ja foi observado que em camundongos knockout
condicional para GATA-4, além do desenvolvimento de atrofia testicular,
comprometimento da espermatogénese e perda da fertilidade, as células de Sertoli
apresentaram vacuolizacdo e também se constatou maior permeabilidade da barreira
hematotesticular (Kyronlahti et al., 2011) — caracteristicas semelhantes a aquelas

encontradas na regido de transicao.
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A auséncia de GATA-4 pode estar também relacionada com falhas na
diferenciacdo de células de Sertoli (Bielinska et al., 2007; Manuylov et al., 2011).
Dentre os diversos genes testiculares regulados pelo GATA-4 (Viger et al., 1998; Ketola
et al., 1999; Tremblay & Viger, 1999; Watanabe et al., 2000; Silverman et al., 2006;
Nishida et al., 2008; Bhardwaj et al., 2008; Viger et al., 2008; LaVoie & King, 2009;
Tevosian, 2014) merece ser ressaltado o Dmrtl (Lei & Heckert, 2004), que é um
importante fator na diferenciagdo das células de Sertoli (Raymond et al., 2000;
Tevosian et al., 2002; Anttonen et al., 2003; Lei & Heckert, 2004; Kim et al., 2007a;
Manuylov et al., 2011). Neste sentido, em animais knockouts para Dmrt1, as células de
Sertoli ndo completam a diferenciacdo e apresentam proliferacdo exacerbada
(Raymond et al., 2000). Isso evidencia que, por estimular a expressdo do Dmrt1, o
GATA-4 é de fato importante na diferenciacdao das células de Sertoli (Lei & Heckert,
2004; Manuylov et al., 2011), reforcando, portanto, que as células de Sertoli que nao
expressam GATA-4 na regido de transicdao, conforme encontrado no presente estudo,

apresentam fendtipo indiferenciado.

e CCR2

O CCR2 pertence a familia de receptores de quimiocinas B (Guazzone et al.,
2012), e suas principais quimiocinas ligantes sdo o CCL2 (MCP-1), o CCL7 (MCP-3) e 0
CCL12 (MCP-5) (Sozzani et al., 1994; Lu et al., 1998; Huang et al., 2001; Ford et al.,
2014); quimiocinas classicamente envolvidas na ativacdo e no recrutamento de
mondcitos e outras células inflamatdrias para locais de inflamagdao, bem como na
propria regulacdo de macréfagos (Proost et al., 1996; Sarafi et al., 1997; Menten et al.,
2001; Gerdprasert et al., 2002; Guazzone et al., 2003; Charo & Taubman, 2005). De
modo geral, as quimiocinas podem agir como agentes homeostaticos e
imunomoduladores (Zlotnik & Yoshie, 2000). Inesperadamente, observamos expressdo
nuclear (Favre et al., 2008) de CCR2 principalmente nas células de Sertoli localizadas na
regido de transicdo, sendo que no individuo adulto o nimero de células de Sertoli
expressando esse receptor é consideravelmente maior.

Pelo fato de ser sabido que as células de Sertoli desempenham atividade
imunorreguladora (Sanberg et al., 1996; Korbutt et al., 2000; Suarez-Pinzon et al.,

2000; Dufour et al.,, 2003; Chui et al., 2011), pode ser especulado que a maior
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expressao de CCR2 observada nas células de Sertoli localizadas na regido de transicao
de ratos adultos estaria relacionada com a indugdo de tolerancia a autoantigenos.
Sabe-se que o CCR2 também é um marcador de células dendriticas imaturas,
residentes em testiculos normais, que induzem tolerancia a autoantigenos (Steinman,
1991; Thomas & Lipsky, 1996; Steinman et al., 2003; Rival et al., 2006, 2007). Por outro
lado, ja foi visto que, em casos de orquite, essas células dendriticas adquirem um
fendtipo maduro (proé-inflamatério) coincidente com a diminuicdo na expressdo de
CCR2 (Rival et al., 2007). Neste sentido, as células de Sertoli poderiam também assumir
um papel importante na indugdo de tolerancia a autoantigenos, uma vez que é
relatado que ao redor da regido de transicdo ocorre maior prevaléncia de linfécitos e
macrofagos (Takahashi et al., 2006) que, eventualmente, poderiam exibir autorreacdo
contra os antigenos de células germinativas particularmente pelo fato de ser também
especulado que na regido de transicdo a barreira hematotesticular possa ser mais
vulneravel (Osman, 1984) permitindo, assim, maior acesso dessas células do sistema
imune ao epitélio seminifero. Portanto, a imunorregulacdo desse ambiente seria
imprescindivel para a manuten¢ao de um estado fisiolégico adequado a fungdo
testicular.

De certa forma, a expressao de CCR2 observada nas células de Sertoli poderia
também estar relacionada a regulacdo de processos de proliferacdo/diferenciacdo
celular (Gu et al., 1997; Weber et al., 1999; Selzman et al., 2002; Lu et al., 2009). A
ativacdo do CCR2 por CCL2 ja foi relacionada a um fendtipo mais agressivo de cancer
prostatico, induzindo proliferacdo celular (Loberg et al., 2006, 2007; Lu et al., 2007,
2009; Zhang et al., 2010a; Zhang et al., 2010b; He et al., 2014; Ding et al., 2015). Assim,
ao gerar animal knockdown para CCR2, Gao e colaboradores (2013) observaram a
inibicao da proliferagdo de células cancerigenas prostaticas. Da mesma forma, Fujino e
colaboradores (2006) associaram uma menor expressdo de CCR2 com efeitos anti-
proliferativos em mondcitos. No mesmo trabalho, uma maior expressao de CCL2
bloqueou os efeitos anti-proliferativos. Uma menor expressao de CCR2, ja foi inclusive
relacionada com maior expressdao da conexina 43 (Menzies et al., 2012), que é uma
importante proteina reguladora da maturacao das células de Sertoli (St-Pierre et al.,

2003; Gilleron et al., 2006).
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Discussdo

A estimulagdo do CCR2 nas células de Sertoli provavelmente se da por
mecanismos autdcrinos, visto que as proprias células de Sertoli expressam CCL2, CCL7
e CCL12 (Aubry et al., 2000; Guazzone et al., 2003; Simon et al., 2010), ou mesmo
paracrinos, uma vez que a expressao de CCL2 é relatada também em células de Leydig,
peritubulares mioides e endoteliais, além de macréfagos (Aubry et al., 2000; Pérez et
al., 2014). Neste aspecto, Aubry e colaboradores (2000) notaram menor expressdo de
CCL2 em células de Sertoli imaturas - compativel com nossos dados referentes a menor
expressao de CCR2 em células de Sertoli de animais imaturos - embora ndo se tenha
determinado se a expressio de CCL2 diferiria entre animais pré-puberes e
sexualmente maduros.

Observamos, finalmente, que o CCR2 também é expresso em espermatdcitos
primarios. Por estudos ainda em andamento no nosso laboratério, foi visto que o
knockout para esse receptor em camundongos resultou num maior indice apoptético
dessas células germinativas, bem como em menor produgao espermatica didria
(Campos-Junior et al., dados ndo publicados), sugerindo que a sinalizagdo CCL2-CCR2
desempenha importante papel na regulacdo da sobrevivéncia dos espermatécitos
primarios e, consequentemente, determinando assim a magnitude da producdo
espermatica.

Recentemente (2014), Ford e colaboradores indicaram que o CCR2 apresenta
propriedades de reconhecimento receptor-ligantes sujeitas a uma modulacdo célula-
especifica, devido a diferencas no processamento pds-traducional ou
heterodimerizacdo desse receptor (EI-Asmar et al., 2005; Springael et al., 2006; Sohy et
al., 2007, 2009). Na literatura, diversos efeitos da ativacdo do CCR2 sdo relatados
conforme o tipo e contexto funcional celular (Gu et al., 1997; Selzman et al., 2002;
Guazzone et al., 2003; Lu et al., 2006; Loberg et al., 2006, 2007; Roca et al., 2008; Lu et
al., 2009). Neste sentido, mais estudos sdo necessarios com a finalidade de melhor
compreender o papel desse receptor na funcdo das células de Sertoli, nos

espermatdcitos primdrios e, em ultima analise, na fungdo testicular.
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Conclusdes

6. Conclusoes

Como pode ser observado na Fig. 14 e na Tab. 4, os dados obtidos no presente
estudo indicam que células de Sertoli de ratos Wistar presentes na regido de transicao
entre os tubulos seminiferos e a rete testis apresentam um fendtipo distinto quando
comparadas as células de Sertoli localizadas ao longo dos tubulos seminiferos. Neste
contexto, as imunomarcagdes revelaram que, aos 36 e 120 dias de idade, existem

células de Sertoli na regido de transicdo de ratos Wistar que:

1- Expressam Ki-67;

2- S3o marcadas por BrdU;
3- Nao expressam p27;

4- Nao expressam AR;

5- Nao expressam GATA-4;

6- Expressam CCR2.

Ainda, na medida em que ocorre o amadurecimento sexual, o numero de
células de Sertoli proliferativas (Ki-67 e BrdU positivas) se reduz e,
concomitantemente, o niumero de células expressando p27, AR e GATA-4 aumenta.
Além disso, a expressao relativa de AR dessas células é menor e semelhante aos
estadios dos tubulos seminiferos de menor expressao de AR. Ademais, dadas as
observacdes das duplas marcagdes por imunofluorescéncia, existe uma
correspondéncia entre o fendtipo proliferativo com o status de imaturidade dessas
células. Finalmente, em relacdo a expressdao de CCR2, o numero de células de Sertoli
expressando esse receptor aumenta consideravelmente ao ocorrer o amadurecimento
sexual, embora o exato papel permaneca ainda desconhecido. Assim, os resultados do
presente estudo nos sugerem fortemente a existéncia de uma subpopulacdo
indiferenciada (progenitora) de células de Sertoli caracteristica da regido de transicdo.
Esse status indiferenciado estaria, possivelmente, relacionado com o microambiente
especifico dessa regido particular do parénquima testicular que influenciaria a
dindmica de proliferagdo/diferenciagdo celular, aspecto que merece ser investigado

mais acuradamente conforme estudos ja em andamento no nosso laboratadrio.
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Figura 1 — Atividade proliferativa das células de Sertoli de ratos avaliada pela marcacdo de 3H-timidina

(Orth, 1982). Observa-se que neste estudo ndo foram encontradas células de Sertoli mitéticas apds o 212

dia pds-natal.
20
2 2
(Brdu) 10 10 (Brdu)
8 Jovens Adultos 8
(Analises Morfométricas) (36 dias) (120 dias) (Analises Morfométricas)
(Imunomarcagéo) (Imunomarcagao)

Figura 2 — Representacao esquematica da distribuicdo do nimero total (20) de ratos Wistar utilizados nas
diferentes abordagens experimentais desenvolvidas no presente estudo. Conforme pode ser notado, dois
grupos de animais foram utilizados, ou seja, um grupo composto por 10 ratos pré-puberes (jovens e com
36 dias de idade) e outro composto por 10 animais sexualmente maduros (adultos e com 120 dias de
idade). Em cada um desses grupos, 2 ratos receberam injecdo intraperitoneal de BrdU para analises de

proliferacdo de células de Sertoli, enquanto os 8 restantes foram utilizados para as analises morfométricas

e de imunomarcagéo.
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Figuras

Figura 3 — Imunomarcacdo para Ki-67 em diferentes areas testiculares de ratos Wistar pré-puberes (A-D) e
sexualmente maduros (E-H). Vista mais ampla das areas investigadas (A, E), compreendendo em detalhe os
tubulos seminiferos (ST) (B, F), a area adjacente a regido de transicdo (Cx) (C, G) e a regido de transicao (TR)
(D, H). Células de Sertoli positivas estdo indicadas por cabecas de setas vermelhas, enquanto as negativas
estdo indicadas por cabecas de setas verdes. Na TR, encontram-se células de Sertoli em proliferacdo (cerca
de 4% no individuo de 36 dias). Embora o numero reduza significativamente, em ratos sexualmente
maduros ainda é possivel observar nesta fase células de Sertoli proliferando (p < 0,05) (I). Observam-se

também células germinativas em proliferacdo (setas amarelas). Barra: 50um (A, E); 10um (B-D, F-H).
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Figura 4 — Imunomarcacao para BrdU contemplando a regido de transicdo (TR) e a area adjacente a TR (Cx)
de testiculos de ratos Wistar pré-puberes (A-B) e sexualmente maduros (C). Como ja foi visto, células de
Sertoli sdo encontradas proliferando na TR (cabecas de setas vermelhas). Interessante mencionar que em
um dos ratos pré-puberes analisados, foi encontrado um grupo de células de Sertoli marcadas para BrdU
(B). Células de Sertoli negativas estdo indicadas por cabecas de setas verdes. Células germinativas em
proliferacao estao indicadas por setas amarelas. Barra: 10um.
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Figuras

Figura 5 — Imunomarcacdo para p27 em diferentes areas testiculares de ratos Wistar pré-puberes (A-C) e
sexualmente maduros (D-F), contemplando a regido de transicdo (TR) (A, D), a drea adjacente a regido de
transicdo (B, E) e ao longo dos tubulos seminiferos (C, F). Células de Sertoli negativas (cabecas de setas
verdes) sdo encontradas na TR tanto em individuos jovens (A) quanto em adultos (D). Ja nas outras regides,
observamos caracteristicamente células de Sertoli marcadas (cabecas de setas vermelhas, A-F). Barras:

10pum.
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Figuras

Figura 6 — Imunomarcacdo para AR em diferentes areas testiculares de ratos Wistar pré-puberes (A-D) e
sexualmente maduros (E-H). Vista mais ampla das areas investigadas (A, E), compreendendo em detalhe os
tubulos seminiferos (ST) (B, F), a area adjacente a regido de transicdo (Cx) (C, G) e a regido de transicdo (TR)
(D, H). Células de Sertoli positivas estdo indicadas por cabecas de setas vermelhas, enquanto as negativas
estdo indicadas por cabecas de setas verdes. Observa-se que, na TR, aproximadamente 17% das células de
Sertoli ndo expressam AR no individuo pré-pubere, e esse niumero é reduzido a metade no individuo adulto
— cerca de 8% (p < 0,05) (I). Na Cx (B, G) algumas poucas células de Sertoli foram encontradas também
negativas em ambos os grupos (inferior a 1%). Barra: 50um (A, E); 10um (B-D, F-H). Letras minusculas
diferentes representam diferencgas estatisticamente significativas entre as diferentes regides (TR, Cx ou TS)
do grupo de 36 dias de idade (p < 0,05). Letras mailsculas diferentes representam diferencas
estatisticamente significativas entre as diferentes regides (TR, Cx ou TS) do grupo de 120 dias de idade (p <

0,05).
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Figuras

Expressao Relativa de AR nas células de Sertoli
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Figura 7 — Expressdo de AR nas células de Sertoli localizadas na regido de transi¢do (TR), na area
adjacente a TR (Cx), e em tubulos seminiferos (ST) nos estadios IX a Xlll relativa a expressdao de AR em
células de Sertoli presentes em tubulos seminiferos no estadio VII. Observa-se que, tanto em ratos jovens
guanto em adultos, a expressao de AR nas células de Sertoli da TR é significativamente semelhante aquela

dos estadios IX-XIII e significativamente menor (p < 0,05) do que aquela encontrada no estadio VII.
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Figura 8 — Comparacao temporal da expressdo de AR em células de Sertoli localizadas nas diferentes

regioes investigadas de ratos pré-puberes e sexualmente maduros. Observa-se que apds ocorrer o

amadurecimento sexual, a expressdo de AR em células de Sertoli presentes na regido de transicdao (TR) e na

area adjacente a TR (Cx) aumenta significativamente (p < 0,05), o que ndo é observado nas células de

Sertoli localizadas ao longo dos tubulos seminiferos tanto nos estadios que naturalmente apresentam

menor expressao (ST:IX-XIIl) quanto nos de maior expressdo de AR (ST:VII).

44



Figuras

Figura 9 — Imunomarcacdo para GATA-4 em diferentes dreas testiculares de ratos Wistar pré-puberes (A-D)
e sexualmente maduros (E-H). Vista mais ampla das areas investigadas (A, E), compreendendo em detalhe
os tubulos seminiferos (ST) (B, F), a area adjacente a regido de transicdo (Cx) (C, G) e a regido de transicao
(TR) (D, H). Células de Sertoli positivas estdo indicadas por cabecas de setas vermelhas, enquanto as
negativas estdo indicadas por cabecas de setas verdes. Observa-se que, na TR, cerca de 8% das células de
Sertoli ndo expressam GATA-4 em ratos pré-puberes, e esse numero é reduzido a metade em ratos adultos
(p < 0,05) (I). Na Cx ainda foram encontradas algumas poucas células de Sertoli negativas em ambos os
grupos (inferior a 1%). Barra: 50um (A, E); 10um (B-D, F-H). Letras minudsculas diferentes representam
diferencgas estatisticamente significativas entre as diferentes regides (TR, Cx ou TS) do grupo de 36 dias de
idade (p < 0,05). Letras maiusculas diferentes representam diferengas estatisticamente significativas entre

as diferentes regides (TR, Cx ou TS) do grupo de 120 dias de idade (p < 0,05).
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Figuras

Figura 10 — Imunomarcacao para CCR2 em diferentes dareas testiculares de ratos Wistar pré-puberes (A-D)
e sexualmente maduros (E-H). Vista mais ampla das areas investigadas (A, E), compreendendo em detalhe
os tubulos seminiferos (ST) (B, F), a area adjacente a regido de transicdo (Cx) (C, G) e a regido de transicao
(TR) (D, H). Células de Sertoli positivas estdo indicadas por cabecas de setas vermelhas, e as negativas por
cabecas de setas verdes. Observa-se que cerca de 10% das células de Sertoli na TR expressam CCR2 em
animais pré-puberes. Esse nimero aumenta drasticamente compreendendo quase a totalidade (mais de
90%) das células de Sertoli na TR em ratos adultos (p<0,05) (I). Nota-se ainda um aumento significativo de
células de Sertoli expressando CCR2 na Cx a medida que ocorre o amadurecimento sexual (p < 0,05). Barra:
50um (A, E); 10um (B-D, F-H). Letras minusculas diferentes representam diferencas estatisticamente
significativas entre as diferentes regiées (TR, Cx ou TS) do grupo de 36 dias de idade (p < 0,05). Letras
maiusculas diferentes representam diferengas estatisticamente significativas entre as diferentes regides

(TR, Cx ou TS) do grupo de 120 dias de idade (p < 0,05).
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Figura 11 — Imunomarcagdo para CCR2, evidenciando o citoplasma e membrana dos espermatdcitos primarios (cabecgas de setas vermelhas) expressando
esse receptor ao longo dos tubulos seminiferos e regido adjacente a regido de transicdo - tanto em ratos pré-puberes (A) quanto naqueles sexualmente

maduros (B). Barra: 10um.
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Figuras

Figura 12 — Dupla marcacdo, em ratos pré-puberes, para Ki-67 (A, D) e AR (B, E) nas diferentes regiGes testiculares investigadas. Conforme pode ser observado,
normalmente células de Sertoli negativas para Ki-67 sdo positivas para AR (seta alaranjada; C, F). Assim, foram notadas células de Sertoli Ki-67 positivas e AR
negativas na TR (cabeca de seta branca; C, F). Foram observadas ainda células peritubulares mioides na TR proliferando - Ki-67 e AR positivas (seta azul; C). TR:
regido de transicdo; Cx: area adjacente a TR; ST: tubulos seminiferos. Barra: 50um.
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Figuras

Figura 13 — Dupla marcacdo, em ratos sexualmente maduros, para Ki-67 (A, D) e AR (B, E) nas diferentes regiGes testiculares investigadas. Conforme pode ser
observado, normalmente células de Sertoli negativas para Ki-67 sdo positivas para AR (seta alaranjada; C, F). Também foram notadas células de Sertoli Ki-67
positivas e AR negativas na TR (cabeca de seta branca; C, F). Foram observadas ainda células epiteliais da rete testis proliferando - Ki-67 e AR positivas (RT,

seta azul; C). TR: regido de transicdo; Cx: drea adjacente a TR; ST: tubulos seminiferos. Barra: 50um.
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Figura 14 — Diagrama esquematico sumarizando os resultados obtidos neste trabalho, com a representacao relativa das células de Sertoli positivas para os
marcadores de proliferacdo, diferenciacdo e de interacdo com células do sistema imune, nas diferentes dreas do parénquima testicular avaliadas em ratos
Wistar de 36 e 120 dias de idade. Observe que na TR a expressao desses marcadores é claramente distinta quando comparada aquela da Cx e a dos ST. TR:

regido de transicdo; Cx: area adjacente a TR; ST: tubulos seminiferos.
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Tabela 1- Dados biométricos e morfometria testicular de ratos Wistar pré-puberes e sexualmente maduros (média + erro padrdao da média).

Parametros Ratos Pré-Puberes (36 dias de idade) Ratos Sexualmente Maduros (120 dias de idade)
Peso Corporal (g) 113 +7° 348 + 25°
Peso Testicular* (g) 0,52 +0,09? 1,92 +0,27°
Indice Gonadossomatico (%) 0,91 +0,16° 1,11 + 0,14"
Diametro Tubular (um) 238 +18? 298 + 19°
Altura do Epitélio Seminifero (um) 85+ 7° 100 + 7°

*valor correspondendo a média dos pesos do testiculo direito e esquerdo.

Letras diferentes na mesma linha representam diferencgas estatisticamente significativas (p < 0,05).
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Tabela 2- Lista dos fixadores utilizados, temperaturas mantidas durante a fixacdo e o tempo gasto até o momento da inclusdo, de acordo com

os objetivos propostos.

Fixador

Temperatura/Tempo Pré-Inclusdo

Propdsito

Solucdo de Bouin

Paraformaldeido a 4%

Metacarn

Temperatura ambiente/24h

4°C/24h

4°C/24h

Microscopia Optica
Imunohistoquimica

Imunohistoquimica

Imunohistoquimica
Imunofluorescéncia
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Tabela 3- Relacdo dos anticorpos, homologia com proteinas de rato, respectivas diluicdes, soros e fixadores utilizados no material biolégico

para a realizacdo dos testes imunohistoquimicos.

Anticorpo Primario Homologia coma  Diluicdo do Ac Soro Anticorpo Secundario Dilui¢do do Fixador
Proteina de Rato Primario Ac Secundario
Ki-67 . s .
N ” 787% 1:50 NHS Anti-mouse IgG Biotinilado . Paraformaldeido
M022;?;‘;:;@?}:;;2225';'67 Vector Laboratories 1:200 Metacarn
BrduU Anti-mouse IgG Biotinilado Paraformaldeido
- . - 1:100 NHS - .
Mor;zg:’mn;,ljer:,tl(gZ;zz(;B)rdU Vector Laboratories 1:200 Metacarn
P27'\£|Klnafe lnli;lbtl.tory prot;';n 1) 96,5% 1:50 NHS Anti-mouse IgG Biotinilado 1:200 Paraformaldeido
OF?hOaCr;r;:ge: &?;4“;2; Vector Laboratories ) Metacarn
AR (Androgen receptor — = .
Polfclonal A%ti-humalr:-AR) 85% 1:50 NGS Goat pAb to Rb 1gG Biotinilado 1:200 Solugdo de Bouin
Abcam (ab6720) ’ Metacarn
Santa Cruz (sc-816)
GATA-4 (GATA binding protein 4) ) R
Policlonal Anti-human-GATA-4 100% 1:100 NHS Ant\/:lc:;rsi;iirzgtrlglado 1:200 Solugdo de Bouin
Santa Cruz (sc-25310)
CCR2 (Chemokine C-C motif receptor 2) .
Policlonal Anti-human-CCR2 76% 1:50 NGS Goat pAb to Rb IgG Biotinilado 1:200 Solugdo de Bouin

Abcam (ab21667)

Abcam (ab6720)

NGS = soro normal de cabra (G9023, Sigma-Aldrich®); NHS = soro normal de cavalo (H0146, Sigma-Aldrich®).
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Tabela 4- Percentual de células de Sertoli positivas para os marcadores de proliferacao, diferenciacao e de interagdo com células do sistema

imune nas diferentes dreas do parénquima testicular avaliadas em ratos Wistar de 36 e 120 dias (média * erro padrdo da média).

TR Cx TS
Marcador
36 dias 120 dias 36 dias 120 dias 36 dias 120 dias
Ki-67 4,3 +0,9% 1,1+0,4%" - - - -
AR 82,7 +2,1%° 91,3+ 1,3%* 99,3 +0,4%" 99,3 +0,4%"B 100% ® 100%°B
GATA-4 91,9+1,3%° 95,6 £ 0,8% A* 99,4 £ 0,4% b 99,5 +0,3% "B 100% ® 100%8
CCR2 9,7 +2,4%° 92 +1,5%A~" 1,9+ 0,6%" 5,5+ 0,9% 8" - -

TR: regido de transicdo; Cx: drea adjacente a TR; ST: tubulos seminiferos.
* representa diferencgas estatisticamente significativas de uma mesma regiao (TR, Cx ou TS) entre os grupos 36 dias e 120 dias de idade (p < 0,05).

Letras minusculas diferentes na mesma linha representam diferencas estatisticamente significativas entre as diferentes regies (TR, Cx ou TS) do grupo de
36 dias de idade (p < 0,05).

Letras maiusculas diferentes na mesma linha representam diferencas estatisticamente significativas entre as diferentes regides (TR, Cx ou TS) do grupo de
120 dias de idade (p < 0,05).
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