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LISTA DE ABREVIATURAS

CES = Ciclo do Epitélio Seminifero.

Aung = Espermatogonia do tipo A indiferenciada.
s = Espermatogonia isolada.

Apr = Espermatogonia pareada.

Ay = Espermatogonia alinhada.

A; = Espermatog0nia diferenciada do tipo A;.

A, = Espermatogonia diferenciada do tipo A,

Az = Espermatogonia diferenciada do tipo As,

B: = Espermatogonia diferenciada do tipo B;.

B, = Espermatogonia diferenciada do tipo B,

GDNF = Glial cell line Derived Neurotrophic Factor (Fator Neurotrofico Derivado das
celulas da Glia).

GFRAL = GDNF Family Receptor Alpha 1 (Receptor Alfa 1 da Familia do GDNF).

PLZF = Promyelocytic Leukaemia Zinc Finger (proteina Zinc Finger da Leucemia
Promielocitica).

CSF1 = Colony-stimulating factor 1 (Fator Estimulante de Colonia 1).
CSF1R = CSF1 receptor (Receptor do CSF1).

Caspase-3 = cysteine-aspartic-acid-proteases-3 (enzima com um residuo de cisteina
capaz de clivar proteinas depois de um residuo de acido aspartico durante o
processo apoptodtico).

TT = Regides das secgdes transversais de tubulos seminiferos adjacentes a outros
tubulos seminiferos.

Tl + VS = Regibdes das seccOes transversais de tubulos seminiferos proximos ao
compartimento intersticial contendo vasos sanguineos.

Tl — VS = Regides das secgdes transversais de tubulos seminiferos adjacentes ao
compartimento intersticial sem vasos sanguineos.

TIC = Regides das seccOes transversais de tubulos seminiferos proximos ao
compartimento intersticial contendo tecido conjuntivo.



Anexina V = Proteina que se liga a fosfatidilserina externalizada na membrana celular
nas fases iniciais da apoptose.

Pl = propidium iodide (iodeto de propideo). O iodeto de propidio se liga as cadeias do
DNA, porém ndo consegue atravessar uma membrana citoplasmatica de uma
célula vidvel. Dessa forma, marca seletivamente células mortas.

DMSO = Dimetilsulfoxido.

DMEM = Dulbecco Modified Eagle Médium (Meio Dulbecco Modificado por Eagle).
FBS = Fetal Bovine Serum (Soro Fetal Bovino).

HBSS = Hank's buffered salt solution (Solugdo salina tamponada de Hanks).

MTT = Methyl Thiazole Tetrazolium (Metil Tiazolil de Tetrazolio).

VASA = marcador especifico de células germinativas.

DAB = Diaminobenzidina

SSC = Célula-tronco espermatogonial (Spermatogonial Stem Cell)



RESUMO

As células-tronco espermatogoniais (SSCs) apresentam-se localizadas em micro-
ambientes especificos denominados “nichos espermatogoniais”, que por sua vez
regulam toda a atividade das células-tronco, incluindo manuntengdo, auto-renovagéo e
diferenciacdo. Recentemente, varios estudos tém identificado fatores/proteinas
especificas que regulam o destino das SSCs. Além disso, 0os mesmos visam identificar
marcadores de superficie que possibilitem o isolamento dessas células em diferentes
espécies de vertebrados. No nosso conhecimento, a presente investigacéo € a primeira a
avaliar o nicho espermatogonial no testiculo de cavalos e a realizar uma analise
comparativa dos marcadores de espermatogdnias indiferenciadas (Aung) em trés
diferentes espécies domésticas de equideos (cavalos, jumentos e burros). As Ayng foram
inicialmente caracterizadas de acordo com a morfologia e expressdo do receptor
GFRAL. Nossos resultados mostram que, a semelhanca das poucas espécies de
vertebrados ja investigadas neste aspecto, as espermatogdnias Aung em cavalos estdo
preferencialmente localizadas nas &reas adjacentes ao intersticio, especialmente
naquelas proximas a vasos sanguineos. Além disso, os marcadores de espermatogonias
Aung utilizados (GFRA1L, PLZF, e CSF1R) foram identificados nas trés espécies de
equideos aqui avaliados, sugerindo que os mecanismos moleculares envolvidos na
fisiologia da espermatog6nia-tronco e nicho parecem estar conservados em mamiferos.

Em relacdo a criopreservacdo de SSCs, condi¢cGes adequadas para a estocagem
destas celulas podem ser muito Uteis em estudos envolvendo o transplante de SSCs e
preservacdo do material genético de equideos de alto valor zootécnico. Com o objetivo
de se avaliar as taxas de sobrevivéncia das SSCs em cavalos, utilizando diferentes
protocolos de criopreservagdo, as mesmas foram enzimaticamente isoladas dos
testiculos de 8 animais adultos. Ap6s o enriquecimento em gradiente de Percoll, foi
realizada imunomarcacdo e western blotting para o receptor GFRAL na suspensao
celular e foi observado que a maioria das células germinativas obtidas expressava este
receptor de membrana. Em seguida, trés criomeios [DMSO + DMEM + SFB (1);
etilenoglicol (2); DMSO + sacarose (3)] foram testados para a criopreservacdo usando
duas taxas de congelamento (rapida e lenta) e a vitrificacdo. A viabilidade celular foi
avaliada, antes e apds o descongelamento, através de contagens celulares em camara de
Neubauer utilizando-se azul de Tripan como colora¢do intra-vital. Além disso,
marcagOes para Anexina V e iodeto de propideo também foram empregadas para se
estimar a taxa de células apoptoticas e necroticas através de citometria de fluxo. A
atividade metabolica e o potencial “tronco” destas células também foram avaliados
realizando-se ensaios de MTT e imunomarcagdo para GFRAL e VASA, vinte e quatro
dias em cultura, ap6s o descongelamento. De acordo com as taxas de viabilidade
celulares obtidas e o nimero de células recuperadas apés o descongelamento, 0s
melhores resultados foram encontrados nas amostras em que o DMSO foi utilizado
como crioprotetor, associado a velocidades de congelamento rapida (criomeio 3) e lenta
(criomeios 1 e 3). Ainda, os ensaios de MTT e de imunomarcacdo indicaram que as
SSCs criopreservadas apresentavam atividade metabdlica semelhante as das células a
fresco (ndo criopreservadas), e que as mesmas mantinham a expressao de proteinas que
normalmente estdo presentes nas SSCs (GFRAL e VASA). Dessa forma, tais achados
indicam que as SSCs de equinos podem ser criopreservadas com sucesso, sem que haja
comprometimento da atividade metabdlica e do potencial “tronco” destas células.

Esperamos que estes resultados auxiliem futuros estudos visando o isolamento e
criopreservacdo das SSCs de equideos e que também sejam Uteis em estudos



relacionados com a preservacdo do material genético de animais valiosos, e com o
transplante de células germinativas e xenoenxerto de suspensdes de células testiculares.

ABSTRACT

Spermatogonial stem cells (SSCs) are the foundation of spermatogenesis and are
located in a highly dynamic microenvironment called “‘niche’’ that influences all
aspects of stem cell function, including homing, self-renewal and differentiation.
Several studies have recently identified specific proteins that regulate the fate of SSCs.
These studies also aimed at identifying surface markers that would facilitate the
isolation of these cells in different vertebrate species. The present study is the first to
investigate SSC physiology and niche in stallions and to offer a comparative evaluation
of undifferentiated type A spermatogonia (Aung) markers (GFRA1, PLZF and CSF1R)
in three different domestic equid animals (stallions, donkeys, and mules). A,ng Were first
characterized according to their morphology and expression of the GFRAL receptor.
Our findings strongly suggest that in stallions these cells were preferentially located in
the areas facing the interstitium, particularly those nearby blood vessels. This
distribution is similar to what has been observed in other vertebrate species. In addition,
all three Aung markers were expressed in the equid animals evaluated in this study.
These markers have been well characterized in other mammalian species, which
suggests that the molecular mechanisms that maintain the niche and A,,/SSCs
physiology may be conserved among mammals.

Regarding spermatogonial cryopreservation, proper conditions for germ cells
storage represent important biotechnological procedures for studies involving germ cells
transplantation and the preservation of genetic stock of valuable animals. In order to
evaluate the effects of different cryopreservation protocols on the survival rates of
spermatogonial stem cells (SSCs) in horse, we enzymatically isolated SSCs from testis
of 8 adult horses. After Percoll gradient enrichment of cell suspension, immunolabeling
and western blotting for GFRAL receptor (undifferentiated spermatogonial marker)
demonstrated that most germ cells present in the suspension were GFRA1+. Also, three
cryomedia [DMSO+DMEM+BFS (1); ethylene glycol (2); DMSO+sucrose (3)],
associated with different methods (vitrification, slow and fast-freezing) were tested. The
cell viability was evaluated before and post-thawing by trypan blue assay. Annexin V
and propidium iodide assays were used to estimate the rate of apoptotic and necrotic
cells post-thawing by flow cytometry. The cell metabolic activity and stemness
potential were also evaluated post-thawing, using respectively, MTT assay and
immunolabeling for GFRAL and VASA after 24 days in culture. Based on the rates of
viable SSCs before and post-thawing, as well as the number of recovered cells after
cryopreservation, the best results were obtained utilizing the DMSO-based cryomedia at
fast (Medium 3) and slow freezing methods (Media 1 and 3). In addition, the MTT data
have indicated that cryopreserved cells were as metabolically active as fresh cells, and
also they were expressing typical stem cell proteins (GFRA1 and VASA). Thus, the
results have indicated that equine SSCs could be cryopreserved without impairment of
their metabolic activity and stemness.

We hope that our findings will help future studies aiming the isolation and
cryopreservation of equids SSCs. In addition, our data will be very useful for studies
related to the preservation of the germplasm of valuable animals, and involving germ
cell transplantation or xenografts of equids testicular cells suspensions.
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Introdugdo e Revisdo de Literatura

1. Introducédo e Revisao de Literatura

1.1. Espermatogénese

A espermatogénese é um processo altamente complexo e bem organizado e que
dura cerca de 40 a 60 dias na maioria das espécies de mamiferos eutérios ja investigados
(Franca & Russell, 1998; Hess & Franca, 2007). Baseado em caracteristicas
morfol6gicas e funcionais, o processo espermatogénico pode ser dividido em trés
etapas. fase espermatogonial ou mitética, fase espermatocité&ria ou meidtica e fase
espermiogénica ou de diferenciagdo (Russell et al., 1990; Sharpe, 1994).

A fase espermatogonial € caracterizada pela auto-renovacdo e diferenciacéo das
espermatogbnias, gerando células “amplificadoras €/ou progenitoras’ e células
comprometidas com a diferenciac@o. Estas células mais diferenciadas déo continuidade
a0 processo espermatogénico num intrincado processo de diferenciacéo e proliferacdo
gue ocorre aé a ultima divisdo mitética originando os espermatocitos primérios (pré-
leptotenos); e a partir deste momento, tem-se o inicio da fase espermatocitaria (De Rooij
& Russell, 2000; De Rooij & Griswold, 2012). Nesta etapa, ocorrem a duplicagdo do
DNA, a recombinacdo génica responsavel pela variabilidade genética entre individuos
de uma mesma espécie e a segregacdo dos cromossomos homologos. Ao final desta
longa fase, denominada de préfase |, subdividida em pré-leptoteno/leptéteno, zigéteno,
paquiteno e diploteno, 0s espermatdcitos secundarios sdo formados. ApOs a segunda
divisio meidtica, estes espermatOcitos secundarios ddo origem a células hapléides
denominadas espermétides arredondadas (Russel et al., 1990; Hess & Franga, 2007).
Estas espermatides constituem a fase espermiogénica na qual, através de complexo
processo de diferenciacdo, que inclui a formagdo do acromossomo e do flagelo, a
compactacdo do DNA (substituicdo das histonas por protaminas) e as mesmas se
alongam para originar 0s espermatozoides. Estes Ultimos, apds passarem pelo processo
de maturacdo no epididimo, estardo aptos a fertilizarem o odcito (Russel et al., 1990;
Hess & Franca, 2007).

1.2. Biologia e marcadores moleculares de células-tronco espermatogoniais

Para manter o processo espermatogénico e a homeostase teticular, o0s
vertebrados contam com importantes populagbes de célulastronco germinativas
denominadas espermatogdnias (De Rooij & Russell, 2000; De Rooij & Griswold,
2012). Num periodo variado da vida pos-natal, as espermatogbnias-tronco originam-se
de células precursoras mais indiferenciadas denominadas gondcitos (McGuinness &
Orth, 1992). Egtes dltimos sdo originados das células germinativas primordiais que
migram do epiblasto, localizado proximo a0 mesoderma extra-embrionério, em diregdo
a crista urogenital, onde irdo fazer parte da gbnada primitiva (Bendel-Stenzel et al.,
1998; Ross & Capel, 2005). Véarios estudos tém demonstrado a existéncia de populagdes
distintas de gondcitos em camundongos. Uma destas populagbes daria origem as
espermatogbnias comprometidas com a diferenciacdo, sendo responsaveis pela primeira
onda espermatogénica, enquanto a segunda populacdo de gondcitos originaria
espermatogbnias-tronco com a fun¢do de atuar como células “amplificadoras e/ou
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progenitoras’, responsdveis pela manutencdo do processo espermatogénico ao longo da
vida do animal (Orwig et al., 2002; Hess & Franca, 2007).

A semelhanca do que ocorre em outras populagdes de células-tronco adultas, as
espermatogonias sdo capazes de sofrer diferenciacéo e auto-renovacéo (De Rooij &
Russell, 2000; De Rooij & Griswold, 2012; Yoshida, 2012). Existem cerca de nove
geracOes de espermatogbnias em ratos e camundongos (De Rooij & Grootegoed, 1998;
De Rooij & Russell, 2000). Estas geragdes sdo divididas em trés classes de
espermatogbnias denominadas do tipo A, intermedidria (In) e do tipo B. As
espermatogonias do tipo A sdo classicamente subdivididas em indiferenciadas [A
isolada (As), A pareada (Ay) € A alinhada (Aa)] e diferenciadas (A1, Az, As € Ag). As
espermatogonias intermediérias (In) e do tipo B também sdo consideradas diferenciadas
e em determinadas espécies (e.g., ruminantes e primatas) as espermatogdnias do tipo B
podem apresentar duas ou mais geracoes (De Rooij & Russell, 2000; De Rooij &
Griswold, 2012). Em equinos e jumentos, ja esta bem estabelecido que espermatogbnias
Aa se diferenciam em espermatogonias A1, A, e Az que, posteriormente, ddo origem as
espermatogonias do tipo B; e B, (Johnson, 1991; Chiarini-Garcia et al, 2009).

Quando as espermatogdbnias mais iniciais sofrem divisdes mitéticas, estas
divisdes sdo incompletas, fazendo com que as mesmas permanecam conectadas entre si
através de pontes citoplasmaticas, formando clones espermatogoniais cada vez maiores,
dependendo do numero de divisdes. Tomando-se como ponto de referéncia a
manutencdo dos clones espermatogoniais, em espécies de mamiferos bem investigadas,
as As foram caracterizadas como a populagdo de espermatogobnias-tronco mais basal (De
Rooij & Russell, 2000; De Rooij & Griswold, 2012; Y oshida, 2012). Assim, o inicio da
espermatogénese ocorre com a divisdo das espermatogbnias-tronco, resultando em
células filhas pareadas (Apy) que sofrem uma série de divisdes mitéticas originando
espermatogonias alinhadas Ay (4), Aa (8) e Ay (16). Clones espermatogoniais com 8, 16
ou mais células diferenciam-se (sem ocorrer divisdo mitética) em espermatogdnias A; e,
em seguida, uma série de divisdes mitéticas ocorre, resultando na formagdo das
espermatogonias A,, Az e A4, consecutivamente. As espermatogobnias A4 dardo origem a
espermatogbnias intermedidrias e estas originardo as do tipo B, que por sua vez
formardo os espermatdécitos priméarios em pré-leptéteno (De Rooij & Grootegoed, 1998;
De Rooij & Russell, 2000; De Rooij & Van Pelt, 2003; De Rooij & Griswold, 2012;
Y oshida, 2012).

As espermatogonias Ap € Aa, que em tese estdo mals comprometidas com a
diferenciaco e a formacdo de espermatozoides, podem romper suas pontes
citoplasméticas, retornando a um estado mais indiferenciado, comportando-se como
espermatogbnias-tronco quando transplantadas em testiculos de animais receptores
(permitindo o0 desenvolvimento completo da espermatogénese), ou mesmo quando 0s
testiculos sofrem injurias severas (De Rooij & Grootegoed 1998; Nakagawa et al.,
2010). Neste contexto funcional, as espermatogonias-tronco As podem ser denominadas
de espermatogonias-tronco verdadeira, enquanto as espermatogonias Ay € Ay Seriam as
espermatogonias-tronco potencial (Nakagawa et al., 2010).

As espermatogbnias sdo também consideradas células pluripotentes, podendo se
diferenciar em diferentes tecidos somaticos (Simon et al., 2009). Portanto, a

3



Introdugdo e Revisdo de Literatura

investigacdo da fisiologia das células-tronco espermatogoniais € um importante aspecto
da biologia reprodutiva, propiciando melhor compreensdo de algumas causas de
infertilidade masculina e o desenvolvimento de novas biotecnologias reprodutivas
(Honaramooz et al., 2011), além de serem Uteis para investigacOes relacionadas a
engenharia de tecidos (Simon et al., 2009; Caires et al, 2010). Neste contexto, muitos
estudos tém sido desenvolvidos com o objetivo de se identificar marcadores especificos
para estas células em vertebrados (Revisado por Phillips et al., 2010; Kolasa et al.,
2012). Particularmente, marcadores especificos para espermatogdnias-tronco seriam
muito Uteis para se caracterizar e isolar estas células (Klisch et al., 2011), permitindo a
aplicacdo de diferentes biotecnologias com o intuito, por exemplo, de se preservar 0
gendtipo de animais de alto valor zootécnico (Avarbock et a., 1996).

Neste sentido, para se caracterizar fenotipicamente as espermatogdnias-tronco
grande destague tem sido dado ao receptor do GDNF (glial cell line-derived
neurotropic factor), 0 GFRAL1 (GDNF factor receptor a-1), que ja esta relativamente
bem caracterizado, principalmente em roedores (Hofmann et al., 2005; Oatley &
Brinster, 2012). Outros marcadores especificos também tém sido caracterizados para
estas células, como o PLZF (Promyelocytic leukaemia zinc finger protein; Buaas et al.,
2004; Costoyaet al., 2004), Neurogenina 3 (Yoshidaet al., 2004), THY-1 (Thymus cell
antigen 1; Reding et al., 2010) e o receptor CSF-1 (Colony stimulating factor-1; Oatley
et al., 2009) e mesmo outros previamente descritos, tais como Pou5fl (Oct4), Nanos2 e
Nanos3 (Revisado por Phillips et al., 2010; Kolasa et al., 2012). Quanto as
espermatogonias diferenciadas, 0 marcador mais utilizado tem sido o receptor c-KIT
(Tirosine kinase receptor), que se expressa em todos os tipos de espermatogonias
diferenciadas, além de ser muito conservado evolutivamente entre as diferentes espécies
de mamiferos (Schrans-Stassen et al., 1999). Particularmente em equideos, alguns
estudos demonstraram que uma subpopulacéo especifica de espermatogdnias de cavalo
(A9 apresenta padrdo de glicosilagdo especifica na superficie celular e esta mesma
populacdo de célula é positivamente marcada para a lectina DBA (Lectina, Dolichos
biflorus aglutinina) (Verini-Supplizi et al., 2000 ; Ha et al, 2003;. Klisch et al, 2011) e
com um anticorpo especifico para carboidratos, conhecido como CT1 (Klisch et al,
2011).

1.3. Nicho de células-tronco espermatogoniais

Na maioria dos sistemas auto-renovaveis, a funcédo das células-tronco adultas é
garantida por microambientes denominados nichos (Oatley & Brinster, 2012; De Rooi|
& Griswold, 2012; Yoshida, 2012) que regulam, provavelmente através de fatores
extrinsecos (estimulatorios ou inibitérios), o controle da auto-renovagéo e diferenciacdo
destas células, com a participacdo do suporte cito-arquitetural de vérios elementos
celulares e da producdo de diversos fatores especificos (Voog & Jones, 2010). Estes
nichos de células-tronco tém sido estudados em varios sistemas nos quais ocorre ato
indice de renovacéo celular, como na epiderme (Li & Clevers, 2010; Yang & Peng,
2010), intestino (Haegebarth & Clevers, 2009), medula 6ssea (Voog & Jones, 2010),
ovario e testiculos de invertebrados (Patasz & Kaminski, 2009), bem como testiculos de
mamiferos (Chiarini-Garcia et al., 2001; Chiarini-Garcia et al., 2003; Yoshida et al.,
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2007; Chiarini-Garcia et al., 2009; do Nascimento et al., 2009; Campos Junior et al.,
2012; Oatley & Brinster, 2012; Rooij & Griswold, 2012; Y oshida, 2012). De forma
genérica e funcional, o nicho de célulastronco é definido como o microambiente
especifico que impede a diferenciagdo das espermatogdnias mais indiferenciadas (Rooij
& Griswold, 2012). Desta forma, o nicho é composto pelas proprias células-tronco,
células sométicas adjacentes e matriz extracelular (Hofmann, 2005; Caires et al., 2010;
Oatley & Brinster, 2012). Nos testiculos de algumas espécies de mamiferos eutérios,
como camundongo (Chiarini-Garcia et al., 2001), rato (Chiarini-Garcia et al., 2003),
hamster (do Nascimento et al., 2009) e jumento (Chiarini-Garcia et al., 2009), foi
descrito que as espermatogonias-tronco tém localizagéo preferencial em nichos situados
naregido do tubulo seminifero adjacente ao intersticio.

O principal componente do nicho espermatogonial € provavelmente a célula de
Sertoli, a qual atuaria principalmente através da sinalizacéo por GDNF. Estudosin vitro
tém demonstrado que este fator é essencial para a proliferacdo e auto-renovagao
espermatogonial (Kokkinaki et al., 2009). No entanto, é dificil saber in vivo se a perda
da sinalizagdo por GDNF influi diretamente na diferenciacdo de espermatogonias-
tronco ou se outros fatores estariam envolvidos neste processo. Em estudo bastante
inovador desenvolvido recentemente, Nakagawa e colaboradores (2010) demonstraram
gue as espermatogbnias de camundongos que apresentam maior expressao de receptor
do GDNF (GFRA1) constituem a populacdo mais basal de espermatogonias.
Observando-se 0 padréo de proliferacdo e diferenciacdo espermatogonial em
camundongos tratados com busulfan, foi notado que estas espermatogbnias GFRA1"
estdo comprometidas com o reestabelecimento da espermatogénese apds a injuria
(Nakagawa et al., 2010).

A semelhanca de outros sistemas de células-tronco adultas (ex.: foliculo piloso,
medula 6ssea e intestino), a associagdo do nicho de células-tronco com a vascularizagdo
também foi relatada em testiculos de camundongos. Assim, utilizando camundongos
transgénicos expressando GFP sob o controle da seqiéncia regulatéria para
neurogenina-3, Yoshida et al. (2007) observaram, através de microscopia intra-vital,
gue espermatogdnias indiferenciadas localizam-se preferencial mente préximos a regides
de maior vascularizacdo do espaco intertubular. Estes mesmos autores também
relataram que as espermatogonias diferenciadas migram desta regido de maior
vascularizagdo e assumem padrdo de distribuicdo aeatdria ao longo do tdbulo
seminifero. Recentemente, considerando-se a cito-arquitetura testicular Unica observada
em catetos, onde as células de Leydig apresentam-se envolvendo I6bulos de tubulos
seminiferos (Costa et al., 2010; Costa et al., 2011; Campos Junior et al., 2012), e
utilizando-se critérios morfolégicos e de imuno-marcacdo, foi observado que as
espermatogbnias Aung (principalmente As e Ay) apresentam localizacdo preferencial
pela regido em contato com o compartimento intertubular sem células de Leydig. Estes
achados sugerem fortemente que, pelo menos diretamente, o nicho espermatogonial ndo
€ dependente de células de Leydig, mas sim de fatores provenientes do compartimento
intertubular, provenientes, por exemplo, dos vasos sanguineos (Campos Junior €t al.,
2012). Portanto, a proximidade das espermatogOnias-tronco com a vascularizagdo
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sugere que fatores transportados pelo sangue, ou originados das células intersticiais, séo
importantes para a manutencdo e diferenciacéo deste tipo celular.

1.4. Criopreservacao de células-tronco espermatogoniais

O estabelecimento de condigbes adequadas para a criopreservagdo e
armazenamento de células germinativas representa um importante avanco
biotecnoldgico para o transplante de células germinativas (Avarbock et al., 1996;
Kanatsu-Shinohara et al., 2003; Wang et al., 2008). Diferentemente do congelamento
de sémen, onde uma quantidade finita de células é preservada, o congelamento e o
armazenamento de células germinativas permitem preservar indefinidamente as
linhagens de células espermatogénicas de espécies ameacadas de extingdo, animais
experimentais valiosos ou animais de alto valor zootécnico. Outro aspecto muito
importante a ser considerado é que o congelamento de espermatogbnias preserva todo o
potencial genético do macho, ao possibilitar que apés o transplante essas células
continuem dividindo e sofrendo recombinagcdo génica (“crossing-over”) durante a
meiose, garantindo assim a variabilidade genética (Dobrinski, 2005). Num contexto
bem amplo, a0 serem criopreservadas as espermatogonias-tronco podem ser
consideradas ‘imortais’ (Avarbock et al., 1996).

Até o presente momento, estudos relacionados a criopreservacéo de
espermatogonias indiferenciadas foram descritos em camundongos (Y uan et al., 2009;
Wu et al., 2012), bovinos (Izadyar et al., 2002; Oatley et al., 2004), macacos rhesus
(Hermann et al., 2007) e humanos (Mirzapour et al., 2012). Estudo realizado mais
recentemente demonstrou o transplante de células-tronco de equinos criopreservadas
para os testiculos de ratos (Ferrer et al., 2011). No entanto, a técnica utilizada, bem
como a eficiéncia da criopreservacéo, ndo foram descritas em detalhes. Desta forma, o
presente estudo podera contribuir para o desenvolvimento de metodologias aplicadas a
criopreservacdo destas células, uma vez que estudos neste campo especifico do
conhecimento sdo ainda escassos. Além das aplicacfes anteriormente citadas, deve ser
considerado que, apesar de grandes avancos relacionados a criopreservacdo de sémen de
equinos terem sido alcangados na ultima década, ainda ndo existem protocolos ou
metodologias com alta eficicia para o congelamento de espermatozoides para esta
espécie (Sieme et al., 2008; Pefia et al., 2011).

Diante deste contexto, o desenvolvimento da técnica de criopreservacdo de
espermatogonias-tronco de equinos representa uma alternativa e importante ferramenta
para a preservacdo dos recursos genéticos de animais de alto valor zootécnico, bem
como de animais imaturos onde a criopreservacao de espermatozoides claramente ndo
uma opcao. Além disto, esta biotecnologia pode ser muito Util em estudos envolvendo
transplante de espermatogbnias-tronco, producdo de equideos transgénicos, engenharia
de tecidos (transdiferenciacéo de espermatogdnias-tronco) e xenoenxerto de fragmentos
e suspensdes de células testiculares em equinos.
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Até o presente momento existem poucos relatos na literatura sobre a biologia e

criopreservacdo espermatogonial em equideos (Johnson, 1991; Chiarini-Garcia et al.,
2009; Klish et al., 2011; Ferrer et al., 2011). Desta forma, 0s principais objetivos do
presente estudo foram:

realizar avaliagdo morfofuncional do testiculo de cavalo, especificamente no que se
refere aos aspectos relacionados a cinética dos diferentes tipos espermatogoniais ao
longo dos estédios do ciclo do epitélio seminifero;

avaliar possiveis marcadores moleculares para as espermatogbnias-tronco em
equinos, realizando também andlise comparativa envolvendo outros dois equideos
(Jumentos e burros);

investigar a presenca de nicho das células-tronco espermatogoniais em equinos
durante e fora do periodo reprodutivo;

padronizar as técnicas de dissociagdo enzimética dos testiculos de equinos e
separacdo das espermatogbnias-tronco, aravés de gradiente de Percoll;

avaliar a presenca de espermatogbnias indiferenciadas no “pool” de células
criopreservadas, investigando-se marcadores moleculares especificos (GFRA1) na
suspensdo celular através de imunohistoquimica e “western blot”;

testar vérios protocolos de criopreservacdo de espermatogbnias-tronco utilizando-se
trés diferentes criomeios (dimetil sulféxido + DMEM + 10% SFB; etileno-glicol;
dimetil sulfoxido + sacarose), associados com trés diferentes métodos de
resfriamento (vitrificagdo, congelamento lento e congelamento rapido);

analisar a viabilidade das células criopreservadas, apds as mesmas serem
descongeladas, através de citometria de fluxo; utilizando-se marcadores celulares
como AnexinaV (marcador de apoptose celular) e iodeto de propideo (marcador de
necrose celular);

determinar 0 nimero de espermatogbnias recuperadas apos o descongelamento,
através de contagens celulares, utilizando-se a cdmara de Neubauer;

avaliar, apds o descongelamento, a sobrevivéncia e amplificagdo espermatogonial
em cultura e investigar a expressdo de proteinas normalmente encontradas em
células germinativas (VASA) e espermatogoniais indiferenciadas (GFRAL).
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3.1. M ar cador es molecular es e nicho de células-tronco esper matogoniais
em equideos

3.1.1 Animais

Foram utilizados no presente estudo 14 cavalos (Equus caballus), 2 jumentos
(Equus asinus) e 4 burros (Eqgus mulus mulus) adultos. Estes animais foram obtidos de
diversas fazendas localizadas em Minas Gerais. Para cavalos, a amostragem foi
adquirida através de orquiectomias durante o periodo reprodutivo (n = 7) e fora do
periodo reprodutivo (n = 7), que no hemisfério sul vai de setembro a marco e de abril a
agosto, respectivamente. Testiculos de jumentos e burros foram obtidos entre os meses
de setembro a marco. Todos os procedimentos cirdrgicos foram realizados por
veterindrios e seguiram orientagdes previamente aprovadas pelo Comité de Etica em
Experimentacdo Animal (CETEA/UFMG # 056/11).

3.1.2. Coleta e processamento dos testiculos

Imediatamente apds a orquiectomia, os tedticulos direito e esguerdo foram
separados do respectivo epididimo e pesados. Apds esta etapa, fragmentos do
parénquima testicular, com até 2 mm de espessura, foram coletados préximo a
albuginea testicular, sendo entdo fixados por imersdo em glutaraldeido a 4% em tampao
fosfato ou cacodilato a 0,05M e pH 7,4, onde permaneceram por periodo de 12 horas, a
4°C. Posteriormente, estes fragmentos foram colocados no mesmo tampdo e
armazenados em geladeira até o momento da inclusdo.

Os fragmentos de parénquima testicular foram desidratados (em série crescente
de alcodis - 70 a 100%) e incluidos em resina plastica a base de glicol metacrilato
(Historesin, Leica). Com navalha de vidro, e em microtomo Leica RM-2165, foram
obtidos cortes histolégicos de 4 um de espessura, 0s quais foram corados com azul de
toluidina-borato de sodio. Para estudos morfolégicos e morfométricos foram utilizados
microscopios Olympus BX-41 e BX-601V. A documentacdo fotogréfica também foi
realizada utilizando-se fotomicroscopio Olympus BX-60IV com lentes U-
PlanApocromaticas, sistema de video camara digital UC50 da Olympus e o sistema de
analise de imagens da |mage-Pro Express da MediaCybernetics.

3.1.3. Caracterizacdo dos estéddios do ciclo do epitélio seminifero em equinos
através do método do sistema acrossdmico

Os estadios do ciclo do epitélio seminifero de cavalos foram caracterizados de
acordo com o desenvolvimento do sistema acrossdmico nas espermétides (Russel et al.,
1990). Tendo como pontos de referéncia a formagdo e coalescéncia de vesiculas
acrossdmicas, formagdo do capuz acrossdmico sobre o nucleo e alongamento das
espermétides, bem como associagdes das espermatides com outras células germinativas,
tals como espermatogobnias e espermatocitos.
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Os fragmentos de testiculos coletados e fixados, conforme descrito no item
3.1.2, foram pos-fixados com tetréxido de 6smio reduzido (tetroxido de 6smio a 1% +
ferrocianeto de potassio a 1,5%, em tampado fosfato de sddio 0,05M, pH 7,4) por 90
minutos. Apos desidratacdo em alcoois e passagens por acetona, os fragmentos foram
incluidos em resina araldite. Cortes semi-finos com 1 um de espessura foram obtidos
em micrétomo rotativo Leica RM2165, colocados em laminas histoldgicas e corados
com azul de toluidina-borato de sodio a 1%. Estes cortes foram avaliados por
microscopia de luz para caracterizacdo dos diferentes tipos espermatogoniais. Em cada
estadio do ciclo do epitélio seminifero caracterizado no presente estudo foram
adquiridas cerca de 20 imagens para cada tipo espermatogonial presente. Estas
espermatogbnias foram agrupadas por estadio e classificadas de acordo com suas
caracteristicas morfolégicas, utilizando-se 0s seguintes parametros. morfologia nuclear,
presenca e disposicdo de heterocromatina, granulosidade da eucromatina, morfologia e
compactagdo nucleolar (Chiarini-Garcia et al., 2001; Chiarini-Garcia et al., 2003;
Chiarini-Garcia et al., 2009; Campos-Junior et al., 2012). Em seguida, cada um dos
tipos espermatogoniais previamente classificados foram avaliados quanto ao volume
nuclear e 30 espermatogonias de cada tipo foram mensuradas por animal.

3.1.4. Imunohistoquimica

Os fragmentos de parénquima testicular destinados a imunohistoquimica foram
fixados por imersdo em solugdo de Bouin, por 24 horas. Este material foi desidratado,
incluido em paraplast, e secgdes histologicas com 5 pm de espessura foram obtidas.
Estas sec¢Oes foram aderidas em laminas tratadas com poli-L-lisina (Sigma-Aldrich),
desparafinizadas em xilol e hidratadas em concentragOes decrescentes de etanol. Em
seguida, o blogueio da peroxidase enddgena foi realizado através da incubacdo dos
cortes com solugdo de &gua oxigenada (H.O,, 3%), por 30 minutos. A recuperacdo
antigénica foi realizada utilizando-se tampé&o citrato (pH 6,0) em microondas, com
poténcia maxima, por cinco minutos contados a partir da ebulicdo. Apds o resfriamento,
as laminas foram incubadas com UltraVV Block (Dako Envision) por 5 minutos.

Para a imunoperoxidase, apos o bloqueio de ligacdes inespecificas, as seccoes
histologicas foram incubadas com o anticorpo primario anti-GFRA1 (1:500, SC-6157,
Santa Cruz Biotecnology), anti-PLZF (1:200, OP128, Calbiochem), anti-CSF1R (1:200,
ab61137, Abcam) e Caspase-3 (1:300, Aspl75, Cell Signaling Technology) “overnight”
a 4°C. Posteriormente, as laminas foram lavadas em tampdo e incubadas com o
anticorpo secundario biotinilado por uma hora e, em seguida, com solucdo de
estreptavidina (Dako Envision), por 15 minutos, a temperatura ambiente. A reacé@o foi
revelada com diaminobenzidina (DAB) e os cortes foram contra-corados com
Hematoxilina de Mayer. Com a finalidade de se quantificar o percentual de células que
s80 positivas para GFRA1, PLZF e CSF1R, 200 espermatogonias indiferenciadas foram
aleatoriamente avaliadas para cada cavalo (n = 6), jumento (n = 2) e burro (n = 4).

Nas andlises de imunofluorescéncia, as sec¢des histoldgicas foram desidratadas
e submetidas a recuperacéo antigénica e ao bloqueio de ligagdes inespecificas, conforme
previamente descrito. Em seguida, foi realizada a incubagdo (marcagdo dupla)
“overnight” com anticorpos primérios. anti-GFRA1 (Santa Cruz Biotecnology, SC-
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6157; 1:50) juntamente com anti-PLZF (mouse monoclonal, 1:200, OP128,
Calbiochem); e anti-GFRA1 (Santa Cruz Biotecnology, SC-6157; 1:50) juntamente com
anti-CSF1R (Abcam, Ab61137, 1:100). Posteriormente, as |aminas foram lavadas em
tampdo e incubadas com anticorpo secundério Alexa Fluor [488 anti-coelho (1:500)
e/ou 546 anti-cabra (1:300)] por uma hora, a temperatura ambiente. Apds lavagem com
tampdo, as laminas foram montadas com solugdo de Mowiol 4-88 (Merck). SecgOes
histolégicas de testiculos de camundongos adultos foram utilizadas como controle
positivo, enquanto no controle negativo o anticorpo primario foi substituido por PBS
(omissdo do anticorpo primério). Apos esta etapa, as laminas foram analisadas para se
investigar ostipos celulares marcados.

3.1.5. Western Blotting

A técnica de “western blotting” foi utilizada para se avaliar a presenca de
proteinas GFRA1, PLZF e CSF1R no parénquima testicular de cavalos (durante e fora
do periodo reprodutivo), jumentos e burros. Com este objetivo, amostras do parénguima
tedticular de cada animal foram congeladas separadamente em nitrogénio liquido e
mantidas a-80°C. Desta amostra total, e para cada animal, fragmentos de 300 mg foram
separados para a extragdo das proteinas totais presentes. Para tal finalidade, foi
adicionada solucdo de inibicdo de protease (Sigma Aldrich), que foi posteriormente
homogeneizada e sonicada. ApOs a sonicacdo, o lisado tecidual foi centrifugado a
14.000 g por 20 minutos a 4 °C. O sobrenadante contendo as proteinas foi coletado e
congelado a-80 °C. A seguir, as amostras das proteinas obtidas foram diluidas (1:2) em
solucdo de sodio dodecil sulfato (SDS, Sigma Aldrich), glicerol, 10% de azul de
bromofenol em 0,5 M de tampdo TRIS, pH 6,8, e fervidas por 5 minutos. Apds esta
etapa, géis em 7,5% de SDS em poliacrilamida foram preparados e inseridos 20 pL da
amostra de proteinas em cada poco. Padréo (marcador) de peso molecular (Sigma
Aldrich) foi utilizado em corridas paralelas as amostras avaliadas. Para a corrida do gel,
uma corrente de 100-mA foi aplicada. Apbs a eletroforese, as proteinas foram
transferidas para a membrana de nitrocelulose, por 60 minutos, utilizando-se corrente
elétrica de 200-mA.

Ao término desta etapa, 0 bloqueio de ligagdes inespecificas foi realizado com a
incubacéo da membrana em solucéo de 3% de BSA (Sigma Aldrich) em PBS, por uma
hora, a temperatura ambiente. Em seguida, as membranas foram incubadas com
anticorpo primario anti-GFRA1 (1:500), anti-PLZF (1:200) e anti-CSF1R (1:200), por
120 minutos, também & temperatura ambiente. ApoOs este periodo de incubacdo, as
membranas foram lavadas em TBS com 0,05% de Tween por trés vezes, com cada
banho tendo 5 minutos de duragdo. Posteriormente, as mesmas foram incubadas com
anticorpo secundario biotinilado anti-cabra (para GFRAL; 1:100, ab6740, Abcam), anti-
camundongo (para PLZF; 1:500, SAB4600004, Sigma) e anti-coelho (para CSF1R;
1:200, ab6720, Abcam), por uma hora, sendo em seguida lavadas e incubadas com
estreptavidina (Thermo Scientific, TS-125-HR), por 15 minutos. Finalmente, as
membranas foram novamente lavadas e reveladas em solu¢éo de DAB (Sigma Aldrich),
cloronaftol (Sigma Aldrich), metanol e peroxido de hidrogénio (Sigma Aldrich), por
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cerca de 1 minuto, sendo posteriormente digitalizadas em “scanner” Epson Perfection
4990.

3.1.6. Morfometria testicular

A propor¢do volumétrica (%) dos componentes testiculares em cavalos foi
determinada utilizando-se imagens obtidas através de microscopia de luz e com o
auxilio de reticulo com 540 pontos (interseccdes) do software Imagel (National
Institutes of Health, http://rsb.info.nih.gov/ij/). Para cada animal (n = 8), quinze
campos/imagens (8100 pontos) aleatoriamente escolhidos por testiculo, com aumento
de 200X, foram analisados. Com a finalidade de se investigar a influéncia da
sazonalidade nos componentes testiculares, os cavalos utilizados foram separados em
dois grupos de quatro animais (dentro e fora do periodo reprodutivo).

3.1.7. Andlise da distribuicédo das espermatogoénias

Visando investigar a distribuicdo de espermatogOnias Aund €M equinos,
avaliagbes morfoldgicas e de imunomarcacdo (GFRA1+) foram consideradas. Dessa
forma, secgBes transversais de tubulos seminiferos de cada estadio foram fotografadas e
subdividas em quatro regides definidas conforme se segue: |) adjacente a outro tabulo
(Tubulo-Tubulo ou TT); 1) adjacente ao intersticio sem vasos sanguineos (Tubulo-
Intersticio ou TI-VS); 111) adjacente ao intersticio contendo vasos sanguineos (T ubulo-
Intersticio ou TI+VYS); e V) adjacente ao intersticio contendo tecido conjuntivo
(Tubulo-tecido conjuntivo ou TIC). Considerando-se que a circunferéncia tubular
corresponde a 360 graus, o nimero de células A, ng Obtido para as quatro diferentes
regides avaliadas foi expresso por grau (Campos-Junior et al., 2012). Portanto, esta
abordagem permitiu a estimativa do nimero destas células localizadas em cada regi&o.
Além disso, para verificar os possiveis efeitos da sazonalidade na distribuicdo das
células Ang, esta andlise foi realizada em amostras de testiculos coletados durante e fora
do periodo reprodutivo. Com afinalidade de se verificar a distribuicdo destas células em
areas proximas a regido intertubular e tubular, o nUmero de A, também foi expresso
como numero total de células por grau, considerando-se apenas duas regides: Tl (TI-VS,
TI+VSeTIC); eTT.

3.1.8. Andlises Edtatisticas

Os dados obtidos, nesta parte de nosso estudo, foram submetidos a analise de
variancia (ANOVA) e as médias comparadas pelo teste de Tukey, enquanto o teste "t"
foi utilizado para andlises envolvendo apenas dois parametros. Todas as analises foram
realizadas utilizando-se 0 programa GraphPad Prism 5 (GraphPad Software, Inc). Os
resultados obtidos foram expressos como média + EPM (erro padréo da média) e o nivel
de significancia considerado foi de p <0,05.
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3.2. Criopreservacao de células-tr onco esper matogoniais em equinos

3.2.1. Animais

Nesta parte do estudo, foram utilizados testiculos de oito cavalos sexualmente
maduros. Os testiculos foram obtidos durante o periodo reprodutivo. Aproximadamente
50 gramas de parénquima testicular de cada animal foram utilizados para as digestdes
enziméticas. Todos os procedimentos cirurgicos foram realizados por veterinarios e
seguiram orientagdes previamente aprovadas pelo Comité de Etica em Experimentacio
Animal (CETEA/UFMG # 056/11).

3.2.2. Digest@o enzimética testicular

Para 0 isolamento das células germinativas utilizamos o procedimento de
dissociagd0 enzimdtica, conforme descrito por Silva et al. (2012), com pequenas
modificacOes. Resumidamente, os testiculos foram digeridos com colagenase (2mg/mL,
Sigma), hialuronidase (2mg/mL, Sigma) e DNase | (50 mg/mL, Sigma) dissolvidos em
DMEM (Dulbecco Modified Eagle Medium — Cultilab), por 120 minutos e a 35 °C. O
parénquima testicular dissociado foi em seguida sedimentado em HBSS (Hank's
buffered salt solution free of Ca?*/Mg”") e, subsequentemente, incubado em tripsina
0,25%/1mM EDTA (Sigma) com 50 mg/mL DNase | (Sigma), por 20 minutos e a 35
°C. Volume igual de soro fetal bovino (FBS, Cultilab) foi adicionado para neutralizar a
digestdo pela tripsina. A suspensdo celular resultante foi filtrada numa rede de 90 mm,
centrifugada a 500g por 10 minutos e ressuspendida em DMEM contendo 100 mg/mL
de sulfato de estreptomicina e 100 1U/mL de penicilina, mais 5% de SFB.

3.2.3. Enriquecimento da suspensdo célular utilizando-se gradiente de Percoll e
plaquemento diferencial

O enriquecimento da suspensdo celular contendo espermatogbnias-tronco foi
obtido centrifugando-se a solug&o celular em dois diferentes gradientes de Percoll (35 e
25%) (Cultilab), seguido pelo plagueamento diferencial (Lacerda et al., 2010; Silva et
al., 2012). No plagueamento diferencial, as células (1 x 10° células) foram cultivadas
em DMEM/F-12 (Nutrient Mixture F-12, Gibco Life Technologies) contendo 10% de
FBS, 10000U/L penicilina, 10 mg/L de estreptomicina e 10 mM NaHCOs. Estas placas
de cultura com 60 cm? foram mantidas por 12 horas a 37°C, em atmosfera de 5% de
CO,. Apobs 12 horas, as células que permaneceram suspensas no meio de cultura foram
coletadas (Fragdo ). Subseguentemente, com o objetivo de se retirar as células
germinativas fracamente aderidas as células sométicas localizadas no fundo das placas,
as mesmas foram tratadas com 2 mL de tripsina diluida (1:20) em DPBS, a 37 °C. As
células germinativas assim obtidas foram em seguida coletadas (Fragdo I1). Ja as células
sométicas, que ficaram firmemente aderidas na placa de cultura (Fragdo 111), foram
descartadas. Desta forma, as células germinativas (principalmente espermatogonias)
presentes nas fracbes | e Il foram utilizadas para criopreservacdo, conforme serd
descrito adiante.
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3.2.4. Imunohistoquimica e western blotting utilizando-se suspensido de células
espermatogoniais

Com a finalidade de se determinar a homogeneidade da suspensdo celular, ou
sgja, determinar a proporcao de células-tronco espermatogoniais apds 0 enriquecimento
celular, foi realizada imunohistoquimica para proteina de superficie presente nestas
células (GFRAL, ver trabalho publicado). As suspensdes celulares foram incluidas em
meio apropriado (Jung Tissue Freezing Medium; Leica Instruments, Nussloch,
Alemanha) e armazenadas a -80 °C. ApOs a inclusdo, o material foi seccionado de
forma seriada na espessura de S5um, utilizando-se criostato a-30 °C (LEICA CM 1850;
Leica Instruments, Nussloch, Alemanhad). Pogeriormente, foi realizada
imunohistogquimica utilizando-se o anticorpo primario anti-GFRA1 (1:500, SC-6157,
Santa Cruz Biotecnology). As demais etapas foram semelhantes a metodologia ja
descritana segéo 3.1.4.

Além da imunohistoquimica, a técnica de western blotting foi utilizada para se
avaliar a presenca da proteina GFRA1 na suspensdo celular (apds o0 enriquecimento
celular) de cavalos. Com este objetivo, amostras das suspensdes celulares de dois
animais foram congeladas separadamente em nitrogénio liquido e mantidas a -80 °C.
Desta amostra total, 300 mg da suspensdo de cada animal foram separados para a
extracdo das proteinas totais presentes. Para tal finalidade, foi adicionada solugdo de
inibicdo de protease (Sigma Aldrich), que foi posteriormente homogeneizada e
sonicada. Apds a sonicagdo, o lisado da suspensdo foi centrifugado a 14.000 g por 20
minutos a 4 °C. O sobrenadante contendo as proteinas foi coletado e congelado a -80
°C. Asdemais metodologias para a andlise das proteinas ocorreu de maneira semelhante
a0 jatambém descrito no item 3.1.5.

3.2.5. Meos crioprotetores e taxa de congelamento/resfriamento

Protocolos de criopreservacdo de células germinativas anteriormente descritos
(Avarbock et al., 1996; | zadyar et al., 2002) foram adaptados e padronizados de acordo
COM 0S NOSSOS objetivos, conforme segue abaixo.

Aliquotas de 500 pL da suspensdo celular na concentraggo de 10° células/mL
foram distribuidas em criotubos de 1,5 mL (TPP). A essas aliquotas foi acrescido
volume igual de meio crioprotetor resfriado (~4°C). Trés diferentes criomeios (dimetil
sulfoxido + DMEM + 10% SFB; etileno-glicol; dimetil sulfoxido + sacarose) foram
testados. Todo esse processo foi realizado em banho de gelo (~4 °C) para a manutengdo
da baixa temperatura, evitando-se assim o efeito toxico do DMSO e do etilenoglicol.
Associado a estes trés criomeios, trés diferentes métodos de resfriamento (vitrificagéo,
congelamento lento e congelamento rgpido) foram avaliados. Para a vitrificagcdo, os
criotubos foram submersos em nitrogénio liquido (-196 °C) logo ap0s a adicdo dos
criomeios. Para o congelamento lento, foi utilizado recipiente especial (5100 Cryo 1°C
Freezing Container, "Mr. Frogty", Nalgene) contendo alcool isopropilico, que permite
taxa de resfriamento de -1 °C por minuto (Simione, 1998). Os criotubos foram
armazenados no “freezer” -80 °C e, apbds 24 horas, transferidos para o botijéo de
nitrogénio liquido. Ja no resfriamento répido, os criotubos foram armazenados em
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“freezer” -80 °C, sem estarem imersos no acool isopropilico. Apds 24 horas, 0s
mesmos foram transferidos também para o botijdo de nitrogénio liquido.

3.2.6. Marcagéo celular apds o descongelamento utilizando-se Anexina V e iodeto
de propideo

Apbs o descongelamento répido em banho-maria, aproximadamente 5 segundos
a 35 °C, as células criopreservadas foram entdo preparadas para dupla marcagdo com
anexina V e iodeto de propideo (ApopNexin FITC Apoptosis Detection Kit, Chemicon
International). O mesmo procedimento foi realizado para amostras a fresco. As
suspensoes celulares foram centrifugadas duas vezes em solucéo de PBS resfriado para
remocdo do agente crioprotetor e pogeriormente colocadas em solucdo especifica
conhecida como “binding-buffer” (1ImL/10° células) para facilitar a ligacdo aos
marcadores. Aliquotas de 200 uL da suspensdo celular final foram incubadas com 3uL
de Anexina V e 2 L de iodeto de propideo durante 15 minutos. Neste procedimento,
células que se encontram em estagios iniciais de apoptose apresentam-se marcadas com
anexina V-FITC, que emite fluorescéncia verde como resultado de sua ligagdo
preferencial aos residuos de fosfatidilserina translocados para superficie externa da
membrana plasmética, no inicio do processo apoptético. Ja as células necréticas ou
inviaveis foram marcadas por iodeto de propideo, que emite fluorescéncia vermelha.

Os seguintes controles foram utilizados: células ndo coradas, células coradas
somente com AnexinaV, células coradas somente com iodeto de propideo, na presenca
de indutor de apoptose (estaurosporina), e células fixadas com metanol.

3.2.7. Avaliacdo da propor¢éo e numero de células viaveis apés o descongelamento

ApO6s a marcagdo das células com Anexina V e iodeto de propideo, as células,
mantidas ao abrigo da luz, foram avaliadas em citometria de fluxo (FACscan, BD
Pharmingen). Em cada andlise, 10.000 eventos foram registrados e o porcentua de
células viaveis de cada grupo foi estimada por meio do programa “CELLQuest
Software” (CELLQuest, Becton Dickinson and Company, San Jose, CA, USA) e “Flow
Jo” (Flow Cytometry Analysis Software, ©Tree Star, Inc.).

Além da proporcdo de células vivas e mortas, a contagem das mesmas foi
realizada utilizando-se a camara de Neubauer. Desta forma, aliquotas de 10 uL da
suspensdo celular foram misturadas com 10 pL de solugdo de azul de tripan (Trypan
Blue Solution 0,4%, Sigma), nadiluicdo de 1.1, para facilitar a quantificag@o das células
vivas e mortas.

3.2.8. Ensaio deviabilidade celular

A viabilidade celular foi avaliada pelo ensaio de MTT (Metil Tiazolil de
Tetrazolio, Sigma, EUA) utilizando-se células a fresco e criopreservadas.
Resumidamente, aliquotas de 180 pL da suspensdo celular (1 x 10° células), em meio de
cultura DMEM e 10% de Soro Feta Bovino (Cutlab, BRASIL) foram incubadas
durante 48 horas em placas de cultura de fundo chato de 96 pocos. Apods aincubacéo, 20
uL de solugéo de MTT (5 mg/mL) foram adicionados em cada pocgo, e a placa incubada
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por mais 4 horas em atmosfera Umida a 37°C e 5% de CO,. Apds esse periodo de
reacao, 0 sobrenadante foi retirado cuidadosamente e substituido por acool isopropanol
&cido (Vetec), seguido de agitacdo intensa. Apos este procedimento, as placas de 96
pocos foram levadas ao aparelho de ELISA ELX 800 (Universal Microplate Reader,
Biotek Instruments Inc.) paraleitura.

3.28. Cultivo e imunomarcacdo das espermatogbniastronco apdés o
descongelamento

Além das analises de viabilidade celular, apds o descongelamento as células
foram cultivadas em DMEM/F-12 (Dubelcco’'s Modified Eagle’s Medium: Nutrient
Mixture F-12, Invitrogen, Carlsbad, CA) suplementado com 15% de soro fetal bovino
(Fetal Bovine Serum, FBS, Cultilab, Camoinas, Brazil), 4,5 g/L de glicose (Sigma),
2,438 g/L de NaHCOs (Sigma), 1mM de piruvato de sddio (Sigma), 2nM de selenito de
sodio (Sigma), 1ImM de aminoacidos (Sigma), 100 uM de 2-mercaptoetanol (Sigma),
100 Ul/mL de penicilina (Sigma), e 100 pg/mL de estreptomicina (Sigma). A culturafoi
mantida a 37 °C em atmosfera umidificada contendo 5% de CO,, Apds este cultivo, as
células foram avaliadas qualitativamente de acordo com o padréo de confluéncia celular
e caracteristicas morfologicas das células. Além disso, foi realizada também
imunomarcagdo para as células germinativas com a finalidade de se demonstrar que as
células-tronco espermatogoniais estavam de fato presentes na cultura celular. Para isso,
foi utilizado anticorpo primério anti-VASA (Abcam, ab13840; 1:200), e anti-GFRA1
(Santa Cruz Biotecnology, SC-6157; 1:50). Posteriormente, as placas de cultura foram
lavadas em tampéo e incubadas com anticorpo secundario Alexa Fluor [488 anti-coelho
(1:500) €/ou 546 anti-cabra (1:300)] por uma hora, atemperatura ambiente.
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4. Resultados

4.1. Estadios do ciclo do epitélio seminifero, morfologia e cinética
esper matogonial

4.1.1. Egtadios do ciclo do epitélio seminifero (CES) caracterizados através do
método do sistema acrossdmico

Baseado no desenvolvimento do sistema acrossomico das espermatides, doze
estadios do CES foram caracterizados em cavalos (Figura 1A; 1-XI1), nos quais a
espermiogénese foi subdividida em 12 fases (1 — 12) que estéo ilustradas em destaque
na Figura 1A. O desenvolvimento das espermatides iniciase na fase 1, nas quais,
através de microscopia de luz, ndo foram observadas vesiculas acrossomicas (Figura
1A; 1). Pogteriormente, nas fases 2 a 5, ocorre a formacéo das vesiculas acrossdmicas
gue gradualmente tornam-se achatadas e aderem-se a superficie do nicleo das
espermétides arredondadas; enquanto o angulo formado pelo acrossomo na superficie
do envoltério nuclear aumenta progressivamente nas fases subsequentes (Figura 1A; 6 -
7), aingindo valor maximo no estadio VIII (Figura 1A; 8). A partir do estadio 1X, os
nucleos das espermétides alongam-se gradual e progressivamente € 0 acrossomo torna-
se orientado para a base do tubulo seminifero (Figura 1A; 9-12). Na fase 12, o nicleo
das espermétides atinge sua condensagdo méxima e as mesmas movem-se
progressivamente para a borda luminal do epitélio, sendo espermiadas no limen tubular
no estédio VII. Dentre os doze estadios ciclo do epitélio seminifero caracterizados em
cavalos, os estadios mais frequentes foram |, VII e Xll, enquanto as menores
frequéncias foram observadas paraosestadiosl||, I11, 1V e XI (Figura 1B).

4.1.2. Morfologia, volume e cinética espermatogonial

Os diferentes tipos espermatogoniais observados no epitélio seminifero de
cavalos foram caracterizados baseados na morfologia nuclear e cinética (proliferagco)
destes tipos celulares, em associagdo com os estédios do ciclo do epitélio seminifero
(Figura 1A), nos quais 0s mesmos estavam presentes (Chiarini-Garcia et al., 2009;
Campos-Junior et al., 2012).

Assim, de acordo com o padr&o de heterocromatina e eucromating, vacuolizagdo
nuclear e morfologia nucleolar, as células espermatogoniais foram caracterizadas como
tipo A indiferenciadas (Aund) € diferenciadas (A1, A, e Az), etipo B (B; e B,) (Figura
2A). Dentre as Aung encontram-se as espermatogdnias isoladas (Ag), pareadas (Ay), €
alinhadas (Aa). No entanto, devido a auséncia de critérios morfoldgicos especificos que
permitiram distingui-las, todas elas estédo descritas como A,ng. Em conjunto, as
espermatogbnias Ayng  @presentam o nacleo esférico e com muito pouca
heterocromatina. Por outro lado, as espermatogonias A1, A, e Az possuem eucromatina
com aspecto finamente granular, com aumento gradual na quantidade de
heterocromatina de A; a As. Ja as espermatogonias do tipo B; e B, apresentavam niicleo
ovoide, havendo também aumento na quantidade e granulosidade de heterocromatina.
Através de andlises morfométricas, foi observado que as espermatogbnias Az
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apresentavam maior volume nuclear, quando comparada aos demais tipos
espermatogoniais (p<0,05; Figura 2B).

As espermatogbnias Aung foram observadas em todos os estadios do ciclo do
epitélio seminifero, enquanto as espermatogbnias diferenciadas foram observadas em
estadios especificos do ciclo (Figure 2C). Desta forma, as espermatogdnias do tipo Ax
foram encontradas nos estadios VII, VIII e IX, as A, nos estddios X e XI, Az nos
estadios X11 e, as B; nos est&dios 11, I11 e 1V, e finamente as B, nos estédios V e V1.
De maneira geral, a cinética espermatogonial indica aumento gradual no ndmero celular
durante a evolugdo de A; a B,. Conforme ilustrado na Figura 2D, aimunolocalizagéo de
caspase-3 ativa indicou maior frequéncia de apoptose em espermatogdnias do tipo A. JA
na cinética de espermatogbnias Aung foi observado maior nimero destas células no
estadio VI (Figura 2C), estadio proximo a espermiacdo. No estédio seguinte (VII)
ocorre abrupto decréscimo (p<0,05) da populacdo das Aung, provavelmente em
decorréncia da diferenciagdo das mesmas em Aj.

4.2. Marcadores moleculares e nicho de céulas-tronco
esper matogoniais em equideos

4.2.1. Fendtipo espermatogonial: imunolocalizagdo de GFRAL, PLZF e CSFIR e
western blotting

Para todas os trés equideos investigados, imunomarcagdo para GFRAL, PLZF e
CSF1R foi observada em espermatogbnias Aung. Apesar de utilizarmos anélises em duas
dimensdes, células Ang isoladas, pareadas e alinhadas (Figura 3A, 4A, e 5A) puderam
ser observadas. Enquanto a expressdo do fator de transcricdo PLZF foi limitada ao
nacleo das espermatogbnias Aung (4A; cabegas de setas), a expressdo dos dois receptores
GFRAL1 e CSFI1R foi especifica para membrana e citoplasma destas células (Figuras 3A
e 5A; cabeca de setas). A expressdo das proteinas GFRAL (~47KDa), PLZF (~80KDa),
e CSFIR (~130 KDa) foi detectada e confirmada através de immunoblotting do lisado
tedticular total de cavalos (durante e fora do periodo reprodutivo), jumentos e burros
(Figura 3B, 4B, 5B).

4.2.2. Percentual de espermatogbnias Ayng marcadas para GFRA1, PLZF e
CSFIR

Esta andlise foi realizada considerando-se as espermatogbnias A isoladas (Ay),
pareadas (Ay) e ainhadas (Aa) em equinos, jumentos e burros. Neste estudo,
aproximadamente 90% das espermatogbnias A,ng presentes apresentaram marcagdo
especifica para GFRAL, enquanto aproximadamente 80% das A,ng foram positivas para
PLZF (Figuras 3C e 4C). Em contraste, apenas um terco destas células foram marcadas
para CSF1R (Figura 5C). Com a finalidade de se ilustrar este aspecto em equinos,
andlise qualitativa foi realizada utilizando-se dupla marcacdo para 0s seguintes
marcadores. GFRA1 juntamente com PLZF; e GFRA1 juntamente com CSF1R (Figura
6). Sugerindo que estas proteinas sdo diferencialmente expressas em subpopulagdes
distintas de espermatogbnias Ayng, C€lulas GFRAL positivas foram negativas para PLZF
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ou CSFIR (Figura 6B e 6D). A Figura 6E sumariza 0s percentuais de imunomarcagéo
das espermatogbnias A ng para 0s trés marcadores avaliados no testiculo de cavalo.

4.2.3. Andlise morfométrica do testiculo

A propor¢do volumétrica dos componentes do parénquima testicular foi
realizada em cavalos durante o periodo reprodutivo (Figura 7A, 1) e ndo-reprodutiva
(Figura 7A, 2). Conforme pode ser observado, em ambos os periodos avaliados os
tubulos seminiferos ocuparam cerca de 75% do parénquima testicular. No entanto,
enguanto a metade do compartimento intertubular foi ocupado pelas células de Leydig
durante o0 periodo reprodutivo, o0 tecido conjuntivo foi 0 componente
predominantemente (~40%) observado neste compartimento durante a estacdo ndo-
reprodutiva. A propor¢do volumétrica dos vasos sanguineos foi muito semelhante nos
dois periodos investigados. Com base no percentual dos componentes testiculares
encontrados no parénquima do testiculo, e com a finalidade de se investigar a
distribuicéo espermatogonial em cavalos, seccOes transversais de tabulos seminiferos
foram subdivididas em 4 diferentes regides (Figura 7B) conforme ja citado no item
3.1.7 do material e métodos.

4.2.4. Distribuicdo esper matogonial

De acordo com as quatro regides dos tubulos seminiferos consideradas, e com
base nas avaliagbes morfologicas e de imunomarcacdo para GFRAL1 (Fig. 8A-P),
observou-se que as espermatogdnias Ay GFRA1+ estavam predominantemente
localizadas (p<0,05) nas areas dos tubulos seminiferos adjacentes ao compartimento
intersticial contendo vasos sanguineos (T1 + VS) (Figura 8E-G e 8M-0). Em contraste,
essa distribuic8o apresentou-se a0 acaso nas outras trés areas investigadas. Conforme
claramente evidenciado na Figura 8 (H e P), o nUmero total de espermatogdnias Aung
localizadas préximas ao intersticio (T1) € aproximadamente 3 vezes maior (p<0,05) do
gue em &reas de contato tubulo-tdbulo (TT). Além disso, analises morfolégicas e de
imunohistoguimica evidenciaram que o padréo de distribuicdo das espermatogbnias
Aung N80 foi afetado pelo periodo reprodutivo em cavalos.

4.3. Criopreservacao de células-tronco esper matogoniais em equinos

4.3.1 Obtencéo das células germinativas para a criopreservacao

Os protocolos utilizados e padronizados para a obtencéo de células germinativas
de cavalos foram adaptacdes dagueles previamente descritos na literatura (Lacerda et
al., 2010, Silva et al., 2012). Os resultados obtidos a partir destes protocolos sugerem
gue os mesmos foram bastante eficientes. Pois, com pequenas modificacOes, foi
possivel separar com relativa seguranca os distintos tipos celulares presentes na
suspensdo celular, utilizando-se diferentes concentractes de Percoll. Neste sentido, com
as maiores concentragdes, 40 e 35%, foi possivel enriquecer a suspensdo celular
contendo espermatogbnias com a eliminagdo de células apresentando menores
tamanhos, a exemplo das hemacias, espermatozoides (Figura 9A) e espermatides
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arredondadas e alongadas (Figura 9B). Quando o Percoll a 25% foi utilizado, as células
de nosso interesse, ou sgja, as espermatogbnias com caracteristicas morfolégicas de
células mais imaturas foram observadas no pellet celular (Figura 9C). A confirmacéo
deste achado foi possivel por meio da identificacdo da proteina GFRA1 nestas células e
no lisado desta suspenséo celular, através de imunohistoquimica (Figura 9F) e western
blotting (Figura 9G), respectivamente.

4.3.2 Sobrevivéncia e cultivo celular apés a criopreservacao

ApOs a criopreservagdo utilizando-se diferentes protocolos (Figura 10), as
células de nosso interesse foram descongeladas e marcadas para Anexina V e iodeto de
propideo (Figura 11) e entdo submetidas a leituras em citometria de fluxo (Figura 12).
Desta forma, foi possivel observar que a propor¢do de células vivas nos protocolos de
criopreservacéo lenta foram maiores quando comparados com oS demals grupos
experimentais, porém menor quando comparado com as células a fresco (Figura 13A).
Confirmando estes resultados, a contagem celular em cadmara de Neubauer (Figura 13B)
demonstrou que as células criopreservadas através de congelamento lento foram as mais
numerosas, particularmente aquelas que foram criopreservadas com criomeios contendo
DMSO.

Apls as andlises quantitativas de sobrevivéncia das células germinativas
criopreservadas, o cultivo celular foi feito para se verificar qualitativamente a atividade
destas células (Figura 14-15). Assim, conforme seria de se esperar em decorréncia dos
resultados acima citados, as células em cultura que apresentaram maior crescimento
apo6s o descongelamento foram aquelas que haviam sido criopreservadas de maneira
lenta (Figura 14 B e D), utilizando os criomeios contendo DM SO e soro fetal bovino
(L1) ou DMSO contendo alta concentracéo de sacarose (L3). A criopreservacéo lenta
utilizando o etilenoglicol (L2, Figura 14C), e a criopreservacdo rapida com criomeio
contendo DMSO e alta concentragdo de sacarose (R3, Figura 15C), resultaram em
menor proliferacdo celular quando comparadas com L1 e L3. A partir destes resultados,
ensaios de viabilidade nestes grupos (L1, L2, L3 e R3) foram realizados conforme pode
Ser visto no item a seguir.

4.3.3 Ensaio de viabilidade e imunomarcacdo de espermatogonias-tronco em
cultura ap6s o descongelamento

Conforme pode ser observado nas figuras 16A e B, as células espermatogoniais
foram capazes de reduzir o MTT (Metil Tiazolil de Tetrazdlio) (Figura 16A) e formar
cristais de formazan, os quais apds serem solubilizados com isopropanol &cido, foram
quantificados através de leitor de ELISA. Assim, foi observado que vinte e quatro dias
ap6s o descongelamento as células criopreservadas (L1, L2, L3, R3) apresentaram
atividade metabdlica semelhante as células frescas (Figura 16B). Adicionalmente,
confirmando que de fato as células viaveis em cultura eram espermatogbnias-tronco,
imunomarcagdo positiva para VASA (Figura 16C) e GFRA1 (Figura 16D) foram
observadas.
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5. Discussao

5.1. Marcadores moleculares e nicho de célulastronco
esper matogoniais em equideos

No nosso conhecimento, o0 presente estudo € o primeiro a investigar o nicho
espermatogonial em cavalos. Este estudo também envolve avaliagdo comparativa de
marcadores de espermatogdnias Aung em trés diferentes equideos (cavalos, burros e
jumentos). Ainda com a finalidade de melhor compreender a dinamica da
espermatogénese em equinos, os estadios do CES foram caracterizados de acordo com o
desenvolvimento do acrossoma nas espermatides. Utilizando-se de critérios
morfol6gicos e marcadores moleculares, os diferentes tipos de espermatogbnias nesta
espécie foram também caracterizados, bem como a distribuicdo espacial destas células,
em quatro diferentes regides previamente definidas em secgdes transversais de tubulos
seminiferos. Os resultados para a distribuicdo de espermatogbnias GFRA1 positivas
sugerem fortemente que, & semelhanca de outras espécies de vertebrados ja
investigadas, as espermatogonias Aund em cavalos estéo preferencialmente localizadas
em &eas adjacentes ao intersticio, particularmente naquelas proximas aos vasos
sanguineos. Além disso, a expressdo dos trés marcadores de espermatogbnias Aung
investigados (GFRA1, PLZF e CSF1R) foi detectada nos testiculos de cavalos, burros e
jumentos, através de andlises de imunohistoquimica e Western blot. Estes achados
sugerem que os mecanismos moleculares que regulam a fisiologia das espermatogbnias-
tronco e a manutencdo do nicho est&o conservados em mamiferos.

O receptor de membrana GFRA1 tem sido considerado um dos marcadores
classicamente mais aceitos para espermatogobnias A,ng (Hofmann et al., 2005). Desta
forma, a presenca de GFRA1 na superficie destas células germinativas tem sido descrita
em camundongos (Jing et al., 1996; Baloh et al., 2000; Dettin et al., 2003; von
Schonfeldt et al., 2004; Hofmann et al., 2005), suinos (Kuijk et al., 2004), gatos
domésticos (Powell et al., 2011; Silva et al., 2012), catetos (Campos-Junior et al.,
2012), primatas ndo humanos (Hermann et al., 2007; Hermann et al., 2009; Maki et al.,
2009; Gassei et al., 2010) e em humanos (Gassei et al., 2010; Spinnler et al., 2010; He
et al., 2012). No entanto, o presente estudo é o primeiro a descrever a expressao de
GFRA1 em espermatogbnias A,ng de equideos. Assim, acreditamos que, & semelhanca
de camundongos (Treanor et al., 1996; Worby et al., 1996; Robertson et al., 1997;
Hofmann et al., 2005), o GFRA1 pode ser considerado um importante fator para a auto-
renovagdo e manutencdo das SSCs em equideos. Neste contexto, as analises
guantitativas, confirmadas qualitativamente por Western blot, revelaram elevada
prevaléncia de espermatogbnias A,ng positivas para GFRAL (~90%) nos testiculos de
cavalos, jumentos e burro, indicando que todos os subtipos de Aud (As, Axr € Aa)
expressam esse receptor. O percentual de espermatogdnias Aung GFRAL positivas
encontrado no presente trabalho é semelhante aos valores observados em catetos (~
93%) (Campos-Junior et al., 2012) e camundongos (90%) (Grisanti et al., 2009). Como
as espermatogbnias A isoladas (Ay representam aproximadamente 10% do total de
espermatogonias Aung (Tegelenbosch and de Rooij, 1993; de Rooij & Russell, 2000),
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acreditamos que todos os subtipos de espermatogbnias Aung foram marcados com
GFRAL nas trés diferentes espécies de equideos investigadas. No entanto, com a
finalidade de se determinar com precisdo se todos 0s subtipos das espermatogonias Aynd
expressam GFRA1, mais estudos sdo ainda necessérios, tais como andlises “in toto” dos
tubulos seminiferos (Grasso et al., 2012). Além disso, estudos envolvendo a avaliagdo
de possiveis mudancas na expressdo de GDNF (ligante do GFRA1) nas células de
Sertoli ao longo dos estégios do epitélio seminifero em cavalos, conforme ja observado
em ratos (Johnston et al., 2011) e camundongos (Grasso et al., 2012), também séo
NECeSsArios.

Embora um pouco menos frequente, a expressao do fator de transcricdo PLZF
foi observada em aproximadamente 80% das espermatogdnias Ayng €m equideos. Este
resultado, também confirmado através de ensaios de Western blotting, é semelhante aos
achados descritos para coelhos (Hermann et al., 2010). O PLZF também ¢é altamente
conservado em mamiferos, e considera-se que 0 mesmo esteja envolvido na auto-
renovacdo e manutencdo de SSC em camundongos (Buaas et al., 2004; Costoya et al.,
2004), ovinos (Borjigin et al., 2010), coelhos e primatas (Hermann et al., 2007;
Hermann et al., 2009; Hermann et al., 2010). Com base nestes resultados, assume-se
gque o PLZF sga importante na fisiologia das espermatogbnias Ay €/ou
espermatogbnias-tronco em equideos. Em camundongos ja € sabido que a atividade do
PLZF reprime a expresséo génica de Kit e Crtcl, cujos produtos estdo envolvidos na
diferenciacéo das espermatogbnias (Filipponi et al., 2007; Hobbs et al., 2010). Além
disso, 0 PLZF é também co-expresso com o Oct4, que representa importante marcador
de pluripoténcia de células-tronco primitivas. Portanto, em nosso entendimento, futuras
investigagdes necessitam abordar estas questfes em equideos.

No presente estudo, foi também observado que, a semelhanga de camundongos
(Oatley et al., 2009; Kokkinaki et al., 2009), apenas um terco das espermatogbnias Aung
expressam o receptor para o fator estimulador de colonia-1 (CSF1R). A expresséo de
CSFIR no testiculo de equideos foi igualmente validada por ensaios de Western
blotting. Em catetos, duplas marcacfes de imunohistoquimica demonstraram que
espermatogonias Aung positivas para CSF1R expressavam GFRA1 (Campos-Junior et
al., 2012). Outros estudos demonstraram a expressdo de CSF1IR em populagOes
enriquecidas de células germinativas de camundongos positivas para THY 1 (Oatley et
al., 2009) e GFRA1 (Kokkinaki et al., 2009). Pelo fato do fator estimulador de colonia-
1 (CSF1) ser secretado pelas células de Leydig e células peritubulares midides em
camundongos (Oatley et al., 2009) e catetos (Campos-Junior et al., 2012), seria
interessante investigar o papel destas células sométicas na regulacdo da fisiologia das
espermatogonias Ayng €M equideos.

Ao se comparar os dados obtidos para roedores (Jing et al., 1996; Baloh et al.,
2000; Dettin et al., 2003; von Schonfeldt et al., 2004; Buaas €t al., 2004; Costoya et al.,
2004; Hofmann et al., 2005; Oatley et al., 2009; Grisanti et al., 2009; Kokkinaki et al.,
2009), catetos (Campos-Junior et al., 2012), e equideos investigados no presente estudo,
com aqueles encontrados para primatas, observa-se que o fendtipo das espermatogbnias
Aung do homem (Ehmcke & Schlatt, 2006; Hermann et al., 2010) e primatas ndo-
humanos (Ehmcke & Schlatt, 2006; Aeckerle et al., 2012) parece ser um pouco
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diferente, principalmente em relacdo a expressdéo de marcadores de pluripoténcia
(LIN28 e POU5F1) (Aeckerle et al., 2012). Além disso, dados recentes demonstram que
grande nimero de citocinas e fatores de crescimento, tais como GDNF e CSF1, sdo
produzidos por células peritubulares midides. Indicando assim, que estas células
também participam ativamente na regulagdo da auto-renovagcdo e nicho das SSC
(Campos-Junior et al., 2012, Spinnler et al., 2010, Albert et al., 2012). Desta forma,
estudos envolvendo a participagdo funcional das células peritubulares midides no nicho
de células-tronco espermatogoniais em equideos necessitam também ser desenvolvidos.

No nosso conhecimento, o presente estudo € o primeiro a investigar o padrdo de
distribuicéo de espermatogbnias GFRA1 positivas em equideos. Os resultados por nos
encontrados sugerem fortemente que o intersticio, mais especificamente o sistema
vascular, pode desempenhar papel importante na regulagdo da SSC em equideos,
conforme previamente descrito para outras espécies (Yoshida et al., 2007; Campos-
Junior et al., 2012). Nossos resultados demonstram claramente que espermatogdnias
Aung positivas para GFRAL1 em cavalos estdo preferencialmente localizadas em éreas
dos tubulos seminiferos adjacentes aos vasos sanguineos. Pelo fato de nenhum fator
proveniente dos vasos sanguineos que regula o nicho espermatogonial ter sido descrito,
este importante aspecto pode ser apenas um ponto de referéncia indireto para a
localizagdo do mesmo. Entretanto, diferentes pesquisadores tém sugerido que a
concentragdo do horménio foliculo-estimulante (FSH) € maior perto dos vasos
sanguineos (Simon €t al., 2007; de Rooij, 2009). Desta forma, o FSH poderia estimular
a producdo de GDNF pelas células de Sertoli, criando assim um microambiente
especifico para as espermatogonias Aung (Simon et al., 2007; de Rooij, 2009).

Devido as drégticas alteragdes encontradas para percentual/distribuicdo dos
elementos que compdem o compartimento intertubular, nicho espermatogonial evidente
nédo foi observado em hamsters durante o periodo de inatividade sexual (do Nascimento
et al., 2009). No presente estudo, ndo foram notadas quaisquer diferencas no padréo de
distribuicéo de espermatogbnias A,ng durante e fora do periodo reprodutivo em cavalos.
Estes achados podem estar relacionados ao fato de que em paises onde a variagéo do
fotoperiodo anual é inferior a duas horas, os efeitos da sazonalidade ndo sdo suficientes
para promover mudangas significativas nos elementos que compdem o compartimento
intersticial em cavalos (Berndtson et al., 1983). Em estudos desenvolvidos no Texas
(EUA), o nimero total de espermatogdnias do tipo A (indiferenciadas e diferenciadas)
foi significativamente menor em cavalos durante o periodo ndo-reprodutivo (Johnson,
1985; Johnson & Thompson, 1987).

Baseado nas associacOes dos diferentes tipos de células germinativas e no
desenvolvimento do acrossoma, doze estadios do CES foram caracterizados no presente
estudo. Edta caracterizacdo foi semelhante aquela descrita previamente para jumentos
(Chiarini-Garcia et al., 2009), diferindo no entanto daquela utilizando o sistema da
morfologia tubular, no qual oito estadios do CES séo sempre caracterizados (Swierstra
et al., 1974; Johnson et al., 1990a; Johnson et al., 1990b). Os valores percentuais
encontrados para as frequéncias dos doze estadios por nds caracterizados na presente
investigacdo, bem como para o agrupamento das frequéncias das fases pré e pos-
meidticas, foram semelhantes aos valores encontrados para jumentos (Chiarini-Garcia et
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al., 2009). Egtes achados reforcam hipotese desenvolvida em nosso laboratério de que
as frequéncias destas duas fases parecem ser filogeneticamente estabelecidas entre
membros de uma mesma familia (Hess & Franca, 2007; Franca & Russell, 1998).

Os diferentes tipos espermatogoniais em cavalos apresentam caracteristicas
morfoldgicas similares agquelas previamente descritas em jumentos (Chiarini-Garcia et
al., 2009). De maneira interessante, 0 volume nuclear destas espermatogbnias, cujo
valor méximo foi observado para as espermatogbnias do tipo A,, apresenta padrdo
semelhante aos valores encontrados em camundongos (Auharek & Franca, 2010).
Ainda, a semelhanca do observado na literatura (de Rooij & Russell, 2000; Chiarini-
Garcia et al., 2009), aumento gradual no nimero de espermatogbnias do tipo A; até o
tipo B, foi observado em cavalos. Entretanto, provavelmente devido a elevada
incidéncia de apoptose ou “checkpoints’ que naturalmente ocorrem durante a fase
espermatogonial (de Rooij & Russell, 2000; Russell et al., 2002), significativa perda de
células germinativas foi observada, particularmente na transi¢cdo de espermatogbnias do
tipo A parao tipo B (Chiarini-Garcia et al., 2009). A cinética das espermatogdnias Aund
Seguiu a mesma tendéncia observada em roedores (de Rooij & Russell, 2000), jumentos
(Chiarini-Garcia et al., 2009) e catetos (Campos-Junior et al., 2012). Assim, menor
nimero de espermatogdnias indiferenciadas foi observado no estadio VII do CES, fase
esta em que ocorre a espermiagdo e diferenciacdo das espermatogonias Ay para
espermatogonias do tipo A; (de Rooij & Russell, 2000; Chiarini-Garcia et al., 2009;
Campos-Junior et al., 2012).

Em sintese, os resultados por nds encontrados para espermatogbnias neste item
do presente estudo sugerem gue 0s mecanismos moleculares que regulam a fisiologia
das SSC e a manutencdo do nicho espermatogonial parecem estar conservados em
mamiferos. Além disso, a caracterizagdo das espermatogbnias A,ng realizada no presente
trabalho fornece, pela primeira vez, solida base para estudos futuros acerca da auto-
renovacdo e diferenciagdo das SSC em equideos. Conforme discutido a seguir, tais
achados auxiliaram sobremaneira no isolamento/enriquecimento e a criopreservagéo
destas importantes células-tronco. Finalmente, os resultados aqui apresentados podem
ser bastante Uteis em estudos envolvendo transplantes de espermatogdnias-tronco e
xenoenxertos de fragmentos e suspensdes de células testiculares de equideos. Estes
importantes aspectos serdo abordados mais detalhadamente no item de perspectivas,
abordado no final do presente estudo.

5.2. Criopreservacao de células-tr onco esper matogoniais em equinos

Existem na literatura poucas informacfes acerca da criopreservacéo de células-
tronco espermatogoniais. Particularmente para equinos, apenas um trabalho (Ferrer et
al., 2011) utilizou células criopreservadas para redlizar o transplante de
espermatogbnias para o testiculo de ratos imunocompetentes. Nesta investigacdo, 0s
protocolos previamente estabelecidos para bovinos (lzadyar et al., 2002) foram
utilizados, consistindo de congelamento rdpido associado com o uso de criomeio
especifico (dimetil sulféxido + DMEM + 10% SFB), que também foi testado no
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presente estudo. Entretanto, importantes informacdes acerca da viabilidade e nimero de
células recuperadas ap0s a criopreservacdo ndo foram fornecidas neste relato.

Apesar da composicdo lipidica da membrana plasmética ser considerada como
principal fator relacionado as variagOes das taxas de sobrevivéncia obtidas com
protocolos de criopreservacao, diversos estudos mostram que outros fatores inerentes a
raga, especie, tipo de célula e outros fatores tais como a nutricdo e a estacdo do ano,
parecem afetar a criotolerancia celular (Seidel, 2006; Leibo & Pool, 2011). Destaforma,
fica evidente que o emprego de protocolos de criopreservacao descritos com sucesso
para algumas espécies, ndo necessariamente se aplicardo de maneira satisfatéria as
demais (Pefia et al., 2011). Conforme sera discutido a seguir, nossos resultados
demonstram que os melhores resultados para criopreservagdo de células-tronco
espermatogoniais de equino ocorre com a criopreservagcdo lenta, o que difere da
metodologia utilizada por Ferrer e colaboradores (2011).

Em relacéo a velocidade de criopreservacdo, existem dois fatores principais que
podem levar a morte celular durante o processo de congelamento/descongelamento,
quer sgja, a formacdo de cristais intracelulares de gelo e o choque osmatico. Durante o
processo de congelamento, a célula e seu meio externo aingem inicialmente estado de
super-resfriamento que causa a formagdo de gelo no meio extracelular, enquanto os
componentes da célula super-resfriada permanecem descongelados. Fato este que
acarreta aumento de osmolaridade. Com este desequilibrio osmético, a agua é retirada
da célula para o compartimento extracelular, ocasionando assim a desidratacdo celular
(Mazur, 2010; Pefa et al., 2011). Uma adequada desidratagcdo celular depende da
velocidade do congelamento de forma a ndo provocar a lise da célula. No caso do
congelamento lento, a célula fica exposta ap crioprotetor e ao estresse osmético por
tempo prolongado, o que pode acarretar a morte celular. Por outro lado, se a célula for
congelada rapidamente a desidratagcdo por congelamento ndo ocorre, podendo ocorrer
formac&o de cristais de gelo intracelulares que causam injuria mecéanica as células (Pefia
et al., 2011). Desta forma, 0 sucesso da criopreservacdo das células depende da
velocidade do congelamento, da composicdo da solucdo (criomeios) e da propria
estrutura celular. Apesar da citotoxicidade moderada apresentada pelo dimetilsulfoxido
(DMSO) (Brayton, 1986; Sojka, 1990; Stone, 1993), no presente trabalho, tanto para as
técnicas de congelamento lento (controlado) quanto para aguele rapido (ndo
controlado), as amostras contendo DMSO apresentaram maior viabilidade das
espermatogbnias quando comparadas aquelas contendo etilenoglicol.

No presente estudo, também avaliamos de forma detalhada os procedimentos
necessarios para a digestdo do parénquima testicular de equinos, realizando pequenas
modificacOes nos protocolos de digestédo enzimatica dupla previamente utilizados para
gatos-domeésticos (Silva et al., 2012) e tilapias-niléticas (Lacerda et al., 2010).
Conforme salientado anteriormente, existem diferentes protocolos de criopreservagdo
para diferentes tipos celulares, os quais obviamente apresentam distintas composi¢oes
(Seidel, 2006; Leibo & Pool, 2011). Desta forma, no presente trabalho, apds a digestdo
enzimética, tivemos o cuidado de selecionar as células de acordo com a densidade
individual das mesmas, garantindo assim maior homogeneidade do tipo celular a ser
criopreservado. Adicionalmente, fomos capazes de demonstrar através de marcadores
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moleculares, que células-tronco espermatogoniais estavam presentes em grande nimero
na suspensdo celular criopreservada, permitindo assim avaliar com maior preciséo 0s
efeitos da criopreservac@o neste tipo celular especifico. Ja no estudo desenvolvido por
Ferrer e colaboradores (2011), os mesmos fizeram uma Unica digestdo enzimatica no
testiculo de equinos e criopreservaram toda a suspensao celular. Nesse sentido, torna-se
mais dificil determinar a eficiéncia da criopreservacdo de espermatogbnias-tronco, uma
vez gque existem outros tipos de células germinativas nesta suspensao.

Os resultados obtidos para a criopreservagao das espermatogonias de equinos
foram bastante similares aos valores obtidos para a maioria dos trabalhos na literatura
envolvendo a criopreservacdo de espermatogbnias em mamiferos. Assim, as melhores
taxas de sobrevivéncia celular sdo observadas quando o crioprotetor contendo DM SO é
utilizado (Herman et al., 2007; |1zadyar et al., 2002; Wu et al., 2012; Yuan et al., 2009;
Oatley et al., 2004; Ferrer et al., 2011). Este crioprotetor ja foi testado com sucesso para
primatas ndo humanos (Herman et al., 2007), bovinos (lzadyar et al., 2002) e
camundongos (Wu et al., 2012), apresentando taxas de viabilidade celular semelhantes
as obtidas no presente estudo para equinos (~60%). Em particular, quantificamos pela
primeira vez, as espermatogbnias viaveis realizando dupla marcagdo para Anexina V
(marcador de apoptose) e iodeto de propideo (marcador de necrose celular), o que torna
0S nossos resultados muito confiaveis uma vez que a quantificagéo é feita em citometria
de fluxo. Em alguns estudos, apesar de empregarem o DM SO no criomeio utilizado, os
pesguisadores ndo informam a taxa de viabilidade celular apés o descongelamento
(Yuan et al., 2009; Oatley et al., 2004; Ferrer et al., 2011).

Até o presente momento, estudo com a finalidade de se verificar a atividade
metabdlica das células espermatogoniais criopreservadas em cultura havia sido descrito
apenas para bovinos (Izadyar et al., 2002). Neste sentido, com a finalidade de se estimar
o melhor protocolo de criopreservagdo, em nosso estudo as células de equinos em
cultura também foram testadas e quantificadas em relagdo a atividade
proliferativa/metabdlica usando um sal especifico (MTT), que se precipita quando estas
células estd0 metabolicamente ativas (Izadyar et al., 2002). Assim, intensa proliferacéo
das células criopreservadas apos quatro dias de cultivo celular foi observada. Resultado
este bastante similar ao encontrado para bovinos (lzadyar et al., 2002). Além disso, apds
guatorze dias de cultivo celular, as células apds 0 descongelamento apresentaram uma
atividade metabdlica similar as células a fresco em cultura. Apesar das células de
bovinos terem sido avaliadas com um menor tempo de cultivo celular, resultado
bastante semelhante ao de equinos foi observado (Izadyar et al., 2002).

No presente estudo foi possivel observar a amplificagdo das espermatogdnias
criopreservadas em cultura ap6s o descongelamento. Esta viabilidade espermatogonial
ficou mais evidente com expressdo de proteinas como VASA e GFRAL. Estudos
desenvolvidos com a criopreservacdo de espermatogonia de camundongos
demonstraram que as espermatogonias criopreservadas, quando cultivadas por muito
tempo (14 meses), eram capazes de manter seu “status’ indiferenciado, apresentando
assim marcacdo positivapara THY 1 e OCT4, e apresentando também cariétipo normal
ap6s 65 passagens ou trocas de meio de cultura nas placas (Yuan et al., 2009).
Posteriormente, foi realizado o transplante destas células germinativas criopreservadas
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em testiculos de camundongos que tiveram a sua espermatogénese enddgena depletada.
Estas céulas foram capazes de colonizar o testiculo do animal receptor, ocorrendo
espermatogénese completa do animal doador com producdo de espermatozoides, e
mesmo a formacgdo de prole com caracteristicas genéticas do animal doador (Yuan et
al., 2009; Oatley et al., 2004; Ferrer et al., 2011). Diante deste contexto, pretendemos
realizar o transplante das espermatogbnias de equino criopreservadas para o testiculo de
camundongos com o intuito de se observar a capacidade de colonizagdo e proliferacdo
destas células. Futuramente, pretendemos ainda transplantar estas células
criopreservadas para o testiculo de burros com o objetivo de verificar a capacidade de
diferenciacéo destas células, incluindo-se a producdo de espermatozoides.
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6. Conclusdes

No nosso conhecimento, o presente estudo foi 0 primeiro a investigar o nicho
espermatogonial em cavalos e a realizar avaliagdo comparativa de marcadores para
espermatogbnias Ayng €m trés diferentes equideos (cavalos, jumentos e burros). Com
base na distribuicgo das espermatogonias GFRA1 positivas, nossos resultados mostram
que, a semelhanca das poucas espécies de vertebrados ja investigadas neste aspecto, as
espermatogbnias Aung €m cavalos estdo preferencialmente localizadas nas éreas
adjacentes ao intersticio, especialmente nagquelas proximas a vasos sanguineos. Além
disso, todos os trés marcadores de espermatogbnias Ayng Utilizados (GFRAL, PLZF, e
CSF1R) estavam presentes nas espécies de equideos aqui avaliadas, sugerindo que os
mecanismos moleculares envolvidos na fisiologia da espermatogbnia-tronco e nicho
espermatogonial parecem estar conservados em mamiferos.

Em relagdo a criopreservacéo de espermatogonias, o presente estudo também foi
o primeiro a demonstrar a eficiéncia desta biotécnica em cavalos utilizando diferentes
tipos de protocolos. De acordo com os resultados obtidos, foi possivel concluir que o
protocolo de criopreservacdo utilizando DMSO como crioprotetor, associado ao
congelamento lento, além de garantir alta viabilidade celular aparentemente preserva as
caracterigticas fisiologicasmoleculares das espermatogbnias-tronco. Certamente, esta
biotecnologia auxiliard na preservacdo do gendtipo de animais de alto valor zootécnico,
além de ser muito atil em estudos envolvendo o transplante de espermatogonias,
producéo de animais transgénicos, engenharia de tecidos (transdiferenciacdo de
espermatogonias-tronco) e xenoenxerto de suspensdes celulares em equinos.
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7. Per spectivas e Estudos em andamento
Conforme pode ser observado no esquema abaixo, 0 presente estudo abordou
importantes aspectos acerca da fisiologia, marcadores moleculares e nicho
espermatogonial em equideos, e ainda padronizou importante biotecnologia relacionada
a criopreservacdo de células-tronco espermatogbniais em equinos. Os resultados aqui
obtidos propiciaram um novo cen&io para estudos envolvendo o transplante de
espermatogbnias-tronco, utilizando-se o burro como animal receptor de células
germinativas de cavalos. Além disso, o desenvolvimento de xenoenxerto de fragmentos
tedticulares e de suspensdes de células testiculares em equideos torna-se possivel. Estas

possiveis abordagens estdo melhores detalhadas nos paragrafos seguintes.

RESULTADOS ENCONTRADQS NO PRESENTE ESTUDO

Fisiologia, marcadores
moleculares e nicho de
espermatogonias-tronco
em equideos.

Criopreservacdo de células-
tronco espermatogdniais
em equinos.

|

PERSPECTIVAS
Transplantede
Xenoenxerto de fragmentos espermatogdnias-tronco,
e suspensdes de células utilizando-se o burro como
testiculares em equideos. animalreceptor de células
germinativas de cavalos.

O xenoenxerto de células testiculares isoladas € uma abordagem experimental,
na qual se observa a habilidade morfogenética das células testiculares isoladas em
reconstituir um “testiculo funcional”, sob a pele dorsal de camundongos
imunodeficientes (SCID) (Honaramooz et al., 2007; Kita et al., 2007; Arregui et al.,
2008). Num outro contexto, apesar da espermatogénese ndo ultrapassar a fase meidtica
em burros, estudos desenvolvidos em nosso laboratério sugerem que as células
somaticas do testiculo dos mesmos sdo funcionais (Neves et al., 2002; Neves et al.,
2005). Assim, com a finalidade de se investigar a capacidade de interagcdo destas células
com as células germinativas de equinos, em estudos preliminares desenvolvidos em
nosso laboratorio, testiculos de burros e equinos jovens foram digeridos, conforme
técnicas por nés padronizadas. Apés esta etapa, as suspensdes celulares obtidas foram
enxertadas no tecido subcuténeo daregido dorsal de camundongos imunodeficientes. Os
resultados preliminares mostram que a taxa de recuperagdo dos tecidos formados com 3,
5 6 e 8 meses apds o0 xenoenxerto foi de aproximadamente 60%. A avaliagdo
histolégica inicial dos tecidos desenvolvidos a partir das células de burro ou cavalo
mostrou que as células em suspensdo foram capazes de interagir adequadamente e a

~

interacdo entre as mesmas resultou na formacdo “de novo” do tegticulo. Dessa forma,
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Perspectivas e Estudos em andamento

nos testiculos formados nos diferentes periodos de tempo investigados foram
observados a presenca da rede testicular e de corddes/tibulos seminiferos constituidos
por células de Sertoli e, particularmente em burros, células da linhagem germinativa que
se encontravam na fase espermatogonial. Experimentos nos quais o co-xenoenxerto de
células de burros e equinos foram realizados também encontram-se atualmente em
andamento. Nestes experimentos, as células somaticas (ex: Sertoli, Leydig e
peritubulares midides) utilizadas originaram-se de burros, enquanto as células da
linhagem germinativa foram obtidas de equinos. Resultados preliminares mostram que
as células sométicas do burro reconhecem as células germinativas do equino, e que a
interacdo entre as mesmas resulta na formagdo de uma gbénada masculina “quimeérica’,
na qual é observada a presenca de células germinativas pos-meidticas. Considerando-se
as caracterigticas da espermatogénese do burro, pode-se sugerir que estas células pos-
meidticas sejam derivadas das células germinativas obtidas do equino doador.

Finalmente, o transplante de espermatogbnias € uma biotécnica que foi
desenvolvida inicialmente por Brinster e colaboradores em 1994 (Brinster & Avarbock,
1994; Brinster & Zimmermann, 1994). Esta técnica consiste na transferéncia de
espermatogbnias-tronco de um doador fértil para o testiculo de um receptor infértil,
onde estas células se desenvolvem e formam espermatozodides férteis com caracteristicas
genéticas do doador. Nosso estudo em andamento € o primeiro a abordar o transplante
de espermatogbnias-tronco em equideos. Até o presente momento, foram utilizados dois
burros (animal infértil) como receptores de células germinativas (espermatogbnias-
tronco) de cavalos. A técnica de transplante foi cirdrgica, ou seja, foi realizada uma
incisdo no escroto com a exposicdo dos testiculos. Aproximadamente seis meses apos 0
transplante, foi possivel observar a presenca de espermatozdides no ejaculado do burro.
Com a finalidade de se demonstrar geneticamente se estes espermatozoides sao
derivados do animal doador, testes genéticos estdo sendo realizados. Neste estudo,
também estamos padronizando o uso do ultrassom em testiculos de burros para que o
procedimento (injecdo das células germinativas na rede testicular) seja realizado sem a
necessidade de intervencdo cirlrgica. Portanto, ao final destes experimentos,
pretendemos demonstrar que o burro € um receptor viavel para o transplante de
espermatogbnias-tronco em equideos, permitindo assim preservar, por exemplo, o
genoma de animais com alto valor zootécnico, além de propiciar o desenvolvimento de
importantes biotecnologias envolvendo o melhoramento animal, bem como a
investigacdo da biologia das espermatogbnias-tronco nestas especies.
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Estadios do ciclo do epitélio seminifero caracterizados de acordo com o
método do sistema acrossomico e frequéncia relativa dos mesmos em cavalos
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Figura 1. Estadios | a XII do ciclo do epitelio seminifero caracterizados de acordo com o
desenvolvimento do sistema acrossomico (A), bem como suas respectivas frequéncias (B) em
cavalos. A) Os seguintes simbolos foram utilizados para designar tipos especificos de células
germinativas: Al, espermatogonias do tipo A;; A2, espermatogbnias do tipo A,; Bl,
espermatogonias do tipo B,; B2, espermatogdnias do tipo B,; P, espermatdcitos priméarios em
paquiteno; D, espermatécitos primarios em diploteno; M, figuras de meiose; R, espermatides
arredondadas; E, espermétides em alongamento/alongadas; e SC, células de Sertoli. Os
algarismos arabicos  (1-12) no destaque da figura (inserts), indicam cada fase do
desenvolvimento do acrossoma nas espermatide. B) Observe que os estadios I, VII e XIlI
apresentaram as maiores freqliéncias, enquanto o oposto foi observado para os estadios I, Ill,
IV e XI. Figura A, barras = 5 um.
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Figura 2. Caracterizacdo morfoldgica dos diferentes tipos espermatogoniais e sua cinética nos
diferentes estadios do ciclo do epitélio seminifero de cavalos. A) Fotomicrografias de alta
resolugdo das células espermatogoniais: espermatogonias indiferenciadas (A, €
diferenciadas (tipo A;, A,, A;, B; e B,), evidenciando o tamanho nuclear e os detalhes que
permitiram distinguir morfologicamente estes tipos celulares. B) Volume nuclear dos
diferentes tipos espermatogoniais caracterizados no cavalo, mostrando que espermatogdnias
A, apresentam o maior volume nuclear, particularmente se comparado a espermatogonias do
tipo B,. C) NUmero (cinética) de células espermatogoniais indiferenciadas e diferenciada e
espermatocitos em preleptoteno (Pl) por 1000 nucleos de células de Sertoli. Observe que,
exceto nos estadios I e I, os valores obtidos para as espermatogbénias diferenciadas aumentou
gradualmente, enquanto o numero de A,y permaneceu relativamente estavel atingindo o
valor mais baixo no estadio VII. D) Imunolocalizacdo de caspase-3 ativa  nas
espermatogonias do tipo A diferenciadas (A, A, e A;). Figura Ae D, barras =5 pm.



Imunomar cacédo para GFRA1 Western blotting
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Figura 3: Deteccdo do receptor GFRAL através de imunohistoquimica nos testiculos de
equideos. A) Conforme pode ser observado, a expressdo deste marcador foi limitada ao
citoplasma das espermatogonias A4 (cabecas de seta) e este padrdo foi semelhante para
cavalo (A2-4), jumento (A6-8) e burro (A10-12). A1, A5 e A9 representam o0s controles
negativos. B) Ensaios de Western blotting confirmaram a expressao da proteina GFRA1
(~47KDa) nos testiculos de cavalos [durante o periodo reprodutivo (PR) e néo-
reprodutivo (PNR)], jumentos e burros. C) Percentual de espermatogonias Aund GFRA1
positivas nos testiculos de cavalos, jumentos e burros, mostrando que cerca de 90%
destas células expressam este receptor de membrana (*, p <0,05). Figura A, barras =
10um.



A Imunomar cagéo para PLZF B Western blotting
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Figura 4. Detecgdo do fator de transcricdo PLZF através de imunohistoquimica nos
testiculos de equideos. A) Conforme pode ser observado, a expressdo deste marcador esta
presente no ndcleo de espermatogénias A4 (cabecas de setas) e este padrdo foi semelhante
para as trés espécies de equideos investigados (cavalo, A2-4; jumento, A6-8; e burro, A10-
12). Os controles negativos sdo mostrados nas figuras Al, A5 e A9. B) A expressdo da
proteina PLZF (~80KDa) foi confirmada através de immunoblotting nos testiculos de
cavalos [durante o periodo reprodutivo (PR) e ndo-reprodutivo (PNR)], jumentos e burros.
C) No testiculo de cavalo jumentos e burros, cerca de 80% (*, p <0,05) das espermatogdnias
A4 apresentam positividade para este fator de transcrigdo. Figura A, barra = 10pm.
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Figura 5. Deteccdo do receptor CSF1R atraves de imunohistoquimica nos testiculos de
equideos. A) Conforme pode ser observado, a expressdo deste marcador é limitada ao
citoplasma de espermatogbnias A, (cabecas de setas) e este padrdo foi semelhante para
cavalo (A2-4), jumento (A6-8) e burro (A10-12). Figuras Al, A5 e A9 representam 0S
controles negativos. B) A expressdo da proteina CSF1R (~130KDa) foi confirmada através de
immunoblotting nos testiculos de cavalos [durante o periodo reprodutivo (PR) e néo-
reprodutivo (PNR)], jumentos e burros. C) No testiculo de cavalo, jumento e burro, cerca de
35% (*, p <0,05) das espermatogdnias A, apresentam positividade para este receptor de
membrana. Figura A, barra = 10um.
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Figura 6. Avaliacdo qualitativa da co-localizacdo dos trés diferentes marcadores espermatogoniais
(GFRAL, CSF1R e PLZF) caracterizados para cavalos. Considerando-se a co-expressdo de GFRAL
e PLZF o seguinte padrdo foi observado: a) células GFRAL1* (Al; cabecas de setas vermelhas)
expressando PLZF (A2; cabecas de setas amarelas), conforme evidenciado na figura resultante da
co-localizacdo (A3; cabecas de setas brancas); B) células GFRAL* (B1; cabecas de setas
vermelhas) que ndo expressam PLZF (B2), conforme mostrado na figura resultante da co-
localizacdo (B3; cabecas de setas brancas). Em relagdo a co-expressdo de GFRAL e CSF1R o
seguinte padrdo de marcacdo foi observado: C) células GFRAL* (C1; cabecas de setas vermelhas)
expressando CSF1R (C2; cabecas de setas verdes), conforme mostrado na figura resultante da co-
localizacdo (C3; cabecas de setas brancas); D) células GFRA1* (D1; cabecas de setas vermelhas)
que ndo expressam CSF1R (D2; cabecas de setas brancas na figura de co-localizagdo D3). E)
llustracdo sumarizando os dados quantitativos obtidos na contagem de espermatogdnias Aund de
cavalos positivas para GFRAL, PLZF e CSF1R, sugerindo que estas trés proteinas sao
diferencialmente expressas nesta populacéo celular. Barra amarela = 20 um; barra branca = 30 pm.
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Figura 7. Analise morfométrica dos testiculos de cavalos durante o periodo reprodutivo e
ndo-reprodutivo, e subdivisdes em seccdes transversais dos tubulos seminiferos de acordo
com suas areas de contato, conforme mostrado no lado direito da figura B. A) Embora a
propor¢do volumétrica dos tubulos seminiferos (TS) ndo tenha sido alterada durante os dois
periodos avaliados, as células de Leydig (CL) e o tecido conjuntivo (TC) foram os
componentes prevalentes no compartimento intertubular durante a estacdo reprodutiva e
ndo-reprodutiva, respectivamente. B) De acordo com a prevaléncia dos componentes
testiculares acima mencionados, as sec¢fes transversais dos tubulos seminiferos foram
subdivididas em 4 diferentes regides que estdo indicadas ao lado da figura B: adjacente a
outro tubulo (Tudbulo-Tubulo ou TT); adjacente ao intersticio sem vasos sanguineos
(Tabulo-Intersticio ou TI-VS); adjacente ao intersticio contendo vasos sanguineos (Tubulo-
Intersticio ou TI+VS); e adjacente ao intersticio contendo tecido conjuntivo (Tubulo-tecido
conjuntivo ou TIC). VS: vasos sanguineos. Figura B, barra = 100um.

_'- 10+ e
e -
5 o
T o e omm
TC VS TS CL TC VS

SecgBestransver sais dos tubulos seminifer os
subdivididas em quatr o r egifes car acterizadas como:

43



Regido tubulo-tubulo (TT)

Tubulo-intersticio com

vasos sanguineos (TI+VS)

Tubulo-intersticio sem

vasos sanguineos (TI-VS)

Tubulo-intersticio com
tecido conjuntivo (TIC)

Regido tubulo-tubulo (TT)

Tubulo-intersticio com
vasos sanguineos (TI+VS)

E

Wtnd , WO, e 11

N

‘3’0§

¥
I, f‘;a"'x"‘“ N

@ tubqu semmu?é’roﬁ

“

e
o
L

i I

A\
‘tubulo semm:fero
il

u
A

-. ”,‘,.,--
By

Tubulo-intersticio sem

vasos sanguineos (TI-VS)

Tubulo-intersticio com
tecido conjuntivo (TIC)

Atsesannsses

£3
Q ©
S
® «
£ 2
5 S
8=
&8
TT Tl Tl TIC
+ -
G VS VS
Agrupado (n=8)

© ©
g2
g8
3 S
8=
&8

atatessat

Espermatogonia
por érea (graus)

Espermatogonia
por area (graus)

intersticio
tecido conjuntivo

F Periodo nao-reprodutivo

(n=4)

a

m T T TIC
+ -
VS VS

H AgrupadoTT e Tl

(n=8)
*

R Siw. o
: @@ “

44 tubuloﬁemlmfero

* i

Wy

¥

d

; |nterst|c:|o

*I; § é"v &9
# '

tubulo semlnlfero Sp
@

Espermatogdnia

Espermatogdnia

or
M Periodo reprodutivo (n=3)

a

por érea (graus)

m T T TIC
+ -
VS VS

0 Agrupado (n=6)

por area (graus)

™ T T TIC

+ -
VS VS

Espermatogodnia
por area (graus)

N Periodo ndo-reprodutivo
(n=3)
sz
§ 8
£
IS
T ®
g8

VS VS
P AgrupadoTT e Tl
(n=6)

Figura 8. Distribuicdo e quantificacdo de espermatogdnias Aund de acordo com critérios
morfologicos (A-H) e imunohistoquimicos (I-P), em diferentes regibes dos tubulos
seminiferos em cavalos. Conforme indicado pelas cabecas de setas vermelhas, utilizando-se
ambos os critérios, as células A4 estavam presentes em todas as quatro diferentes regides
consideradas. No entanto, independentemente da época reprodutiva, essas células foram
mais freqlientemente encontradas nas areas préximas ao intersticio, especialmente onde
observava-se vasos sanguineos. TT = contato Tubulo-tdbulo; TI-VS = contato Tubulo-
intersticio, sem vasos sanguineos; Tl + VS = contato Tubulo-intersticio, com vasos
sanguineos; TIC = contato Tubulo-intersticio contendo tecido conjuntivo. Figura A-D e H-

K, barra= 10um.
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Figura 9. Enriquecimento de espermatogdnias-tronco (GFRAL) de equinos em suspensdo de células
testiculares. (A-D) Separacdo celular utilizando-se diferentes concentracdes da solugdo de Percoll. Apds
a centrifugacdo utilizando solugdo de Percoll a 40 e 35%, o pellet formado continha células pequenas,
como hemécias e espermatozdides (A); e espermétides arredondadas e alongadas (B). Quando foi
realizado o Percoll a 25%, pode ser observado no pellet grande quantidade de células morfologicamente
semelhantes a espermatogdnias (C), enquanto o sobrenadante continha grande quantidade de agregados
celulares (D). Ao se realizar imunohistoquimica no pellet celular formado no Percoll a 25% (E-F) pode-
se comprovar a existéncia de células GFRAL positivas (F), bem como a presenca da proteina nesta
suspensdo celular (G). (E, controle negativo). Barra=15um.
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Desenho experimental

Meios crioprotetores
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Velocidade de criopreservacgao
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(N, liquido)
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Figura 10. Meios crioprotetores e velocidade de congelamento. No presente estudo nove
protocolos de criopreservacdo de células-tronco espermatogoniais de equino foram avaliados.
Desta forma, trés diferentes crioprotetores (dimetil sulféxido + DMEM + SFB; etileno-glicol;
dimetil sulfoxido + sacarose), associados com diferentes métodos de resfriamento (vitrificacéo,
congelamento lento e congelamento rapido) foram testados. DMSO = dimetilsulféxido; DMEM
= Dulbecco's modified Eagle's medium; SFB = soro fetal bovino; BSA = albumina sérica

bovina; N, = nitrogénio.
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Figura 11. Avaliacdo da viabilidade de ceélulas espermatogoniais de equinos ap6s o0
descongelamento utilizando-se marcacdo para Anexina V e iodeto de propideo (A-F). Células
que se encontram em estagios iniciais de apoptose foram intensamente marcadas por anexina V-
FITC, que emite fluorescéncia verde (cabeca de seta verde), como resultado de sua ligacdo
preferencial aos residuos de fosfatidilserina translocados para a superficie externa da membrana
plasmaética, no inicio do processo apoptético (B-E). Ja as células necrdticas ou invidveis foram
marcadas por iodeto de propideo, que emite fluorescéncia vermelha (cabega de setas vermelhas)
(A, D, E, F). As células sadias ou viadveis ndo encontram-se marcadas (cabeca de setas brancas)
(A-C, E, F). Barras =30 um.
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Figura 12. Avaliacdo da proporcéao de células vivas e mortas ap6s o descongelamento. As células
marcadas com Anexina V-FITC (Annexin V) conjugada e iodeto de propideo (PI) foram
submetidas a analises de citometria de fluxo (FACscan, BD Pharmingen). Os gréaficos acima
foram obtidos para os grupos controles (Al, A2, A3) e para 0s grupos experimentais (B, C, D)
usando-se o programa “Flow Jo” (Flow Cytometry Analysis Software). Conforme pode ser
observado, os melhores resultados, ou seja, 0 maior percentual de células ndo marcadas foram
obtidos utilizando-se o congelameto lento (C1, C2, C3).

48



Propor cao de células espermatogoniaiS =3 omso + bmem + sFe

s . , . ~ - EG
vidveis antes e apds a criopreser vagéo S 0 + sacarose

-
o
g

H

Células viaveis (%)

Células Vitrificacdo Congelamento Congelamento
a fresco lento rapido
B Numero relativo de células ger minativas
recuper adas apOs a criopreser vacao
a
1004 N a [] oMso + DMEM + SFB
Bl cc
804 \ DMSO + sacarose
g 604 § b
5 \
- §
NI
Células Vitrificacao Congelamento Congelamento
a fresco lento rapido

Figura 13. Avaliacdo da proporcdo e nimero de células viaveis apds o descongelamento. Baseado na
taxa de espermatogonias viaveis antes e apds o congelamento (A), bem como no nimero de células
recuperadas apos a criopreservacao (B). Os resultados encontrados demonstram que o processo lento
associado com os crioprotetores contendo DMSO destacam-se como 0s melhores protocolos para a
criopreservacdo de espermatogdnias-tronco em equinos.
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Figura 14. Cultivo de espermatogbnias-tronco de equinos apds a criopreservagdo. Conforme
pode ser observado, as céelulas ndo criopreservadas atingiram alta confluéncia ja no 4° dia de
cultivo, aumentando gradativamente no oitavo e décimo dia (Al, A2 e A3). Celulas
criopreservadas utilizando-se DMSO como crioprotetor associado ao congelamento lento (B e
D) também apresentaram alta confluéncia. Apesar da menor confluéncia, células viaveis foram
observadas apés a criopreservacdo utilizando-se etilenoglicol associado ao congelamento lento
(C). Barra = 25um.
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Figura 15. Cultivo de espermatogdnias-tronco de equinos apds criopreservacdo. Conforme pode
ser observado, células criopreservadas utilizando-se os protocolos de congelamento rapido (A,
B, C) e vitrificagdo (D, E, F) apresentaram menor confluéncia e viabilidade celular,
respectivamente. No congelamento rapido, o criomeio contendo DMSO e alta concentragdo de
sacarose (C) resultou em células viaveis que atingiram maior confluéncia ja aos 4 dias de
cultivo. Em contrapartida, nenhum dos criomeios foram eficientes para se manter a viablidade
celular quando o processo de vitrificagdo foi utilizado (D, E, F). Barra = 25um.
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Figura 16. Ensaio de viabilidade celular e imunomarcacao das espermatogdnias-tronco cultivadas apés
0 descongelamento. A presenca de células germinativas e espermatogénias-tronco viaveis vinte e quatro
dias apds o descongelamento foi demonstrada pela alta precipitacdo dos cristais de formazan (cabeca de
seta vermelha em A) e alta absorbancia (B; valores semelhantes as celulas ndo criopreservadas),
indicando maior capacidade redutora celular. Além disso, a deteccdo da expressdo de marcadores como
a proteina VASA (C; cabeca de setas brancas) e GFRAL (D; cabeca de setas brancas) confirmam que as
células criopreservadas e mantidas em cultura sdo predominantemente células germinativas

indiferenciadas. Barra = 10um.
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Abstract

Spermatogonial stem cells (SSCs) are the foundation of spermatogenesis and are located in a highly dynamic
microenvironment called “niche” that influences all aspects of stem cell function, including homing, self-renewal and
differentiation. Several studies have recently identified specific proteins that regulate the fate of SSCs. These studies also
aimed at identifying surface markers that would facilitate the isolation of these cells in different vertebrate species. The
present study is the first to investigate SSC physiology and niche in stallions and to offer a comparative evaluation of
undifferentiated type A spermatogonia (Aund) markers (GFRA1, PLZF and CSF1R) in three different domestic equid species
(stallions, donkeys, and mules). Aund were first characterized according to their morphology and expression of the GFRA1
receptor. Our findings strongly suggest that in stallions these cells were preferentially located in the areas facing the
interstitium, particularly those nearby blood vessels. This distribution is similar to what has been observed in other
vertebrate species. In addition, all three Aund markers were expressed in the equid species evaluated in this study. These
markers have been well characterized in other mammalian species, which suggests that the molecular mechanisms that
maintain the niche and Aund/SSCs physiology are conserved among mammals. We hope that our findings will help future
studies needing isolation and cryopreservation of equids SSCs. In addition, our data will be very useful for studies that aim
at preserving the germplasm of valuable animals, and involve germ cell transplantation or xenografts of equids testis
fragments/germ cells suspensions.
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to the generation of novel cellular models for tissue engineering
[11,13]. In this context, many studies have been developed aiming
at identifying specific markers for these cells in vertebrates [14,15].
Particularly, a specific SSC marker would be very helpful for the
characterization and isolation of these cells [16]. This would

Introduction

Spermatogonial stem cells (SSCs) are the undifferentiated male
germ cells committed to the establishment and maintenance of
spermatogenesis [1]. These cells are capable of self-renewal

(providing a pool of A single or As spermatogonia) and facilitate the application of different biotechnologies aiming at

diﬁ‘erentiatiog, leadi.ng' to the formation f)praired (Apr), Aaligncjd preserving the germplasm [17], by using for instance the germ cell
(Aal) and differentiating spermatogonia (Al-4, In and B; i transplantation technique [10] or transdifferentiation approaches
rodents) [1-5]. In horses and donkeys, it is already established that [11].

Aal spermatogonia differentiate into Al spermatogonia that
produce A2 and A3 spermatogonia, which give rise to type Bl
and B2 spermatogonia [6,7]. Recent studies in mice demonstrated
that undifferentiated spermatogonia (As to Aal) maintain the
stemness potential [8], where Apr and Aal cells are able to produce
new As spermatogonia by spermatogonial clones fragmentation

Three SSC markers involved in the regulation of self-renewal
and themaintenance of the SSC pool in mice have gained special
attention. One 1s a transcription factor known as PLZF
(promyelocytic leukaemia zinc finger) and the others are mem-
brane receptors named GFRAI (GDNT family receptor alpha-1)
and CSFIR (Colony stimulating factor 1 receptor) [1,18-24].
(8]- Studies performed in the horse have demonstrated that sub-

In addition to transmitting genetic information to the next populations of spermatogonia (mainly As) present specific surface
generation, and being capable to repopulate the germ  cell- glycosylation pattern and this same population of cells are
depleted testis through the germ cell transplantation technique positively labeled for DBA (Lectin, Dolichos biflorus agglutinin)
[9,10], SSCs are also able to convert into pluripotent cells that [16,25,26] and CT1 (carbohydrate-specific antibody) [16]. How-
differentiate into somatic tissues [11]. Therefore, investigating ever, to date none of the markers that are specific for SSCs in mice
SSCs physiology is a crucial aspect of reproductive biology, and other species have been studied in equids.

leading to a better understanding of some causes of male infertility,
to the development of novel reproductive biotechnologies [12] and
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As reviewed by Oatley and Brinster (2012) [1], in the testis
a balance of SSCs self-renewal and differentiation must be tightly
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regulated to ensure continuous spermatogenesis. Signals emanat-
ing from a specific microenvironment called “niche” influence all
aspects of stem cell function, including self-renewal, differentiation,
and apoptosis. Therefore, defining the components of SSC niches
in mammalian testes is important for understanding the founda-
tion of sustained spermatogenesis [1]. By definition, the SSC niche
1s a rich microenvironment formed by growth factor contributions
of somatic support cells, including Sertoli, Leydig, and peritubular
myoid cells [1]. Recent evidence indicates that Sertoli cells play
a major role in establishing the SSC niche in mouse testes, and
they may achieve this through orchestrating the contributions of
other somatic cell populations [1], particularly those located in the
interstitial compartments as found for laboratory rodents [27-29]
and donkeys [7]. In this regard, Yoshida and collaborators
reported that the vascular network probably plays an important
role in determining the SSC niche [30]. A recent study from our
laboratory, which used the collared peccary as a model, suggested
similar cell-vasculature interactions and also indicated that Leydig
cells may induce SSCis to differentiate [31].

Few reports in the literature have investigated the biology of
equid spermatogonia [6,7,16]. Therefore, the main objective of
the present study was to perform a detailed and comprehensive
morphofunctional evaluation of the horse testis. We specifically
analyzed spermatogonial kinetics and molecular markers ex-
pressed by these cells to understand the SSC niche in this species.
Further, we developed comparative studies for two other domestic
equid species (donkey and mules). We also investigated the SSC
niche during horse breeding and non-breeding seasons.

Materials and Methods

Ethics Statement

All surgical procedures were performed by a veterinarian and
followed approved guidelines for the ethical treatment of animals.
The protocol was approved by the Committee on Animal
Experimentation-CETEA, Federal University of Minas Gerais
(Permit Number: 056/11). All surgery was performed under
anesthesia and analgesia, and all efforts were made to minimize
suffering. The animals were anaesthetized with acepromazine and
xylazine intravenously followed 15 minutes later by ketamine.
Following xylazine administration, lidocaine was administered
subcutaneously along the incision line and by intrafunicular
injection. Prophylactic and postoperative antibiotic and anti-
inflammatory therapy was performed using benzylpenicillin and
phenylbutazone respectively.

Animals and Tissue Preparation

Fourteen adult stallions (n = 14), two adult donkeys (n=2) and
four adult mules (n =4) were used in this study. The animals were
obtained from farms located in the Southeast region of Brazil
(Minas Gerais province). For stallions, testes sampling was
performed by orchiectomy during the breeding season (n=7)
(September to March in the South Hemisphere) and during the
non-breeding season (n=7). Testis from donkeys and mules were
obtained during the breeding season.

After orchiectomy, the testes were separated from the epidid-
ymides and weighed, then cut longitudinally with a razor blade
mto small fragments. Testes from eight stallions were fixed by
immersion in 4% buffered glutaraldehyde for 12 hours. Tissue
samples measuring 2 to 3 mm in thickness were routinely
processed and embedded in glycol methacrylate (Leica Historesin,
Heidelberg, Germany) for histological and morphometric analyses.
In order to characterize the different spermatogonial types using
high resolution microscopy, samples measuring 1-2 mm in

PLOS ONE | www.plosone.org

Spermatogonial Morphology and Phenotype in Equids

thickness were embedded in epoxy [27,31]. As it will be described
in more details in the western blotting analysis section, testes
samples from stallions, mules and donkeys were stored at —80°C.
for Western blot analysis. Also, testis fragments from six stallions
were fixed in Bouin’s solution for immunohistochemical evalua-
tion.

Spermatogonial Evaluation

Stages of the seminiferous epithelium cycle. Stages of the
seminiferous epithelium cycle (SEC) were characterized in stallions
based on the development of the acrosomic system, morphology of
the developing spermatid nucleus and in the overall germ cells
associations [7,32,33]. The relative stage frequencies were de-
termined evaluating 150 seminiferous tubule cross sections per
each animal, at 400 X magnification.

Spermatogonial morphology, size and kinetics. We
characterized the morphology of different spermatogonial types
in stallions by analyzing images obtained from each stage of the
SEC [27,31]. For this purpose, the following morphological
nuclear features were evaluated: nucleus shape, presence and
disposition of heterochromatin, euchromatin granularity, and
extent of nucleolus compaction [27,31]. For each stage of the
SEC, spermatogonia were grouped according to their morpho-
logical characteristics. The nuclear volume of each spermatogonial
type was obtained by measuring the diameter of 30 nuclei of each
cell type per animal [31]. Spermatogonial kinetics was performed
by counting the different spermatogonial types present in each
stage of the SEC and their number were expressed as a ratio per
1000 Sertoli cell nuclei [7,31]. Spermatogonial morphology for
donkeys and mules was similar to that described for stallions, and
followed the criteria previously described in our laboratory [7,34].

Western Blotting and Immunostaining Analyses
Western blotting analysis. To qualitatively evaluate the
presence of specific markers for SSCs (GFRAI, PLZF and
CSFIR), immunoblots were performed using total protein lysates
from stallion (during the breeding and non-breeding seasons),
donkey and mule testes stored at —80°C. For this evaluation,
300 mg of testis parenchyma from each individual investigated
were placed in 0.9% NaCl containing protease inhibitors (Sigma
Aldrich’s Corp., St. Louis, MO, USA), and the tissues were
homogenized and sonicated. After that, the lysates were centri-
fuged at 14,000 xg for 20 minutes. Supernatants were collected,
and then frozen at —80°C. Protein samples were diluted to 1:2 in
a solution of 10% sodium dodecyl sulfate (SDS, Sigma Aldrich),
2% glycerol, 0.2% bromophenol blue and, when reducing
conditions were required, 1% beta-mercaptoethanol was added
in 0.5 M TRIS buffer pH 6.8. The samples were boiled for
5 minutes. Denaturing 12% SDS polyacrylamide mini-gels were
prepared and 25 Pl samples were loaded into the wells. High-
molecular-weight markers (Sigma Aldrich) were run parallel to the
samples. Gels were run under a 90 mA current and the separated
proteins were transblotted to nitrocellulose membrane for
75 minutes using a 100 mA current. The strips were blocked
with 3% BSA (Sigma Aldrich) in TBS for 1 hour at room
temperature. Proteins were detected through 90 minutes in-
cubation, at room temperature, with one of the following primary
antibodies diluted in TBS 1% BSA: polyclonal goat anti-GFRALI
(1:500, SC-6157, Santa Cruz Biotechnology), monoclonal mouse
anti-PLZF (1:200, OP128, Calbiochem) and polyclonal rabbit
anti-CSFI1R (1:200, ab61137, Abcam). Subsequently, the strips
were rinsed three times with TBS 0.05% Triton-X buffer and then
incubated for 1 hour with biotinylated anti-goat (for GFRAL;
1:100, ab6740, Abcam), anti-mouse (for PLZF; 1:500,
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SAB4600004, Sigma) or anti-rabbit (for CSFI1R; 1:200, ab6720,
Abcam) IgG antibodies at room temperature. Before exposing the
strips to streptavidin solution (Thermo Scientific, T'S-125-HR) for
15 minutes at room temperature, they were rinsed three times
with TBS 0.05% Triton-X buffer. Prior developing the reaction,
the samples were then rinsed twice with TBS 0.05% Triton-X and
once with pure TBS buffer. The strips were exposed to DAB
solution (Sigma Aldrich) in TBS containing chloronaphthol (Sigma
Aldrich), methanol and hydrogen peroxide (Sigma Aldrich) during
approximately 1 minute and then washed in water. Finally, the
strips were scanned with an Epson Perfection 4990 photo scanner.

Immunostaining analyses. In order to evaluate the n situ
expression of proteins analyzed by Western blotting, we performed
immunostaining using the immunoperoxidase method. Slides were
analyzed by light microscopy. The tissue samples were fixed in
Bouin and embedded in paraplast (Sigma Aldrich). Five microm-
eter sections were Immunostained using protocols specifically
developed for each antigen and with antibody dilutions previously
tested. After dewaxing and rehydration, antigen retrieval was
performed in citrate buffer (pH 6.0) for 5 minutes after boiling in
a microwave oven (total period of approximately 10 minutes). For
immunohistochemistry, endogenous peroxidase was quenched for
30 minutes with 3% HyOy (Sigma Aldrich) in PBS at room
temperature. Non-specific binding was blocked with Ultra-V-
Block (Thermo Scientific) for 30 minutes at room temperature.
Primary antibodies GFRA1 (goat polyclonal, 1:500, SC-6157,
Santa Cruz Biotechnology), PLZF (mouse monoclonal, 1:200,
OP128, Calbiochem), CSFIR (rabbit polyclonal, 1:200, ab61137,
Abcam) and Cleaved Caspase-3 (rabbit polyclonal, 1:300, Asp175,
Cell Signaling Technology) were applied and the slides were
incubated overnight at 4°C. The slides were exposed to
biotinylated rabbit anti-goat (for GFRAL; ab 6740, 1:100, Abcam),
horse anti-mouse (for PLZF; pk6102, 1:1000, VectorStain ABC
kit, Vector Laboratories) and goat anti-rabbit (for CSFIR and
Caspase-3; ab6720, 1:200, Abcam) immunoglobulin G (IgG)
antibodies during 60 minutes at room temperature. Detection of
the signal was performed by incubating the sections in streptavidin
for 10 minutes at room temperature, followed by the reaction with
peroxidase substrate 3,3'-diaminobenzidine (DAB, Sigma Aldrich)
and counterstaining with hematoxylin (Merck). Following de-
hydration, sections were mounted and analyzed.

In order to quantify the percentage of GFRAI1(+), PLZF(+)
and CSFIR(+) in type A undifferentiated spermatogonia (Aund)
(previously characterized according to morphological criteria),
200 Aund cells were randomly evaluated for each stallion
(n=6), donkey (n=2) and mule (n=4). Only for stallions,
qualitative double staining immunofluorescence was also per-
formed in the present study. Non-specific background was
blocked for 30 minutes with Ultra-V-Block (Thermo scientific)
incubation. The proteins were detected using primary antibodies
at the following dilutions: GFRAIL (1:50), PLZF (1:50) or
CSFIR (1:100). After the incubation with Alexa Fluor
secondary antibodies [for GFRAI, 546 anti-goat (1:500) and/
or for PLZF and CSF1R, 488 anti-mouse (1:500)] for 1 hour at
room temperature, the confocal images were obtained using
40X and 60X oil immersion objectives in a 510 META Laser
Scanning Confocal Microscope (Zeiss, Oberkochen, Germany),
equipped with 488 and 543 nm lasers. Dual channel images
were obtained by sequential scanning.

Spermatogonial Distribution

Testis morphometry. The volume densities of the testicular
tissue components in stallions were determined by images
captured by light microscopy, using a 540-intersection grid from
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Image] software (National Institutes of Health, http://rsb.info.nih.
gov/ij/). Fifteen randomly chosen fields/images (8100 points) were
scored per testis for each animal (n = 8) at 200 x magnification. In
order to investigate the influence of seasonality in the testicular
components, these stallions were divided separated in two groups
of four animals.

Aund distribution in the seminiferous tubules. In order
to investigate the distribution of Aund in stallions, both
morphological and immunostaining (GFRAI1+) evaluations were
considered. In this regard, images from 10 seminiferous tubules
cross-sections of each stage of the SEC previously characterized
were obtained for each animal and the seminiferous tubules cross-
sections were subdivided into four regions, as follows: I) adjacent to
another tubule (Tubule-Tubule contact or TT); II) adjacent to the
mterstitial compartment without blood vessels (Tubule-Intersti-
tium without blood vessels or TI—BV); III) adjacent to the
interstitial compartment containing blood vessels (Tubule-Inter-
stittum with blood vessels or TI+BV); and IV) adjacent to the
interstitial compartment containing connective tissue (TIC).
Considering that the tubular circumference corresponds to
360 degrees, the numbers of Aund cells obtained in the four
different regions evaluated were expressed per degree [31].
Therefore, this approach allowed an estimation of the number
of these cells located in each region. Also, to verify the possible
effects of seasonality in the Aund cells distribution, this analysis
was performed in testis samples collected during the breeding and
non-breeding season. In order to verify the distribution of these
cells facing the intertubular and tubular areas, the number of
Aund was also expressed as the total number of cells per degree
considering only two regions: TT (i.e. TI-BV + TI+BV + TIC);
and TT.

Statistical analyses. Parametric data were analyzed by
ANOVA and differences were compared by Tukey’s test,
whereas the Student’s “t” test was used for two-parameter
analysis. Non-parametric data were compared by Chi-square
test. All analyses were performed using the GraphPad Prism 5
(GraphPad software, Inc). All data were expressed as mean =
SEM (standard error of the mean) and the significance level
considered was p<<0.05.

Results

Stages of the Seminiferous Epithelium Cycle

Based on the development of the acrosomal system in
spermatids, twelve stages of the SEC were characterized in
stallions (Figure 1A; I-XII). The inserts containing arabic numbers
(1 to 12) below each stage in this figure depict the developmental
steps of the acrosomic system in spermatids. This is briefly
described as follows: the spermiogenic phase started with step 1
spermatids in which acrosomal vesicles cannot be visualized
(Figure 1A; 1). Subsequently, a granular vesicle developed
(Figure 1A; 2), which gradually flattened and spread laterally over
the nucleus surface of round spermatids (Figure 1A; 3-5). In the
following stages (Figure 1A; 6-7), the angle formed by the
acrosome at the nucleus surface increased progressively, reaching
its maximal size at stage VIII (Figure 1A; 8). From this stage on,
spermatids nuclei progressively elongated and acrosomes became
oriented towards the base of the seminiferous tubules (Figure 1A;
9-12). Spermiation ocurred at stage VII. Mean frequence
percentages of each of the twelve stages characterized for stallion
are shown in Figure 1B. Stages I, VII, and XII presented the
highest frequencies, while the lowest frequencies were observed for
stages 11, I1II, IV, and XI.
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Stages of the seminiferous epithelium cycle characterized according to
the acrosomic system and their mean frequencies in stallions
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Figure 1. Stages of the seminiferous epithelium cycle (A) and their frequencies (B) in stallions. A) The following symbols were used to
designate specific germ cell types: A1, type A1 spermatogonia; A2, type A2 spermatogonia; B1, type B1 spermatogonia; B2, type B2 spermatogonia; P,
pachytene spermatocyte; D, diplotene spermatocyte; M, meiotic figure; R, round spermatids; E, elongating/elongated spermatids; SC, Sertoli cell.
Arabic numerals (1-12) indicate each step of the spermatid acrosome development. B) Note that stages I, VIl and Xl presented the highest
frequencies, whereas the opposite was observed for stages Il lll, IV and XI. White and black bars=5 um.

doi:10.1371/journal.pone.0044091.g001

Spermatogonial Morphology, Size and Kinetics

Based on the criteria previously described in our laboratory for
donkeys [7] and peccaries [31], spermatogonial cells in stallions
were characterized as type A undifferentiated (Aund) and
differentiated (Al, A2, A3) and type B (Bl and B2) (Figure 2A).
Due to the absence of clear morphological criteria, Aund
spermatogonial cells encompassed A single (As), A paired (Apr),
and A aligned (Aal). Morphologically, the Aund spermatogonium
showed a mottled or granular spherical nucleus with little
heterochromatin. In overall, Al, A2 and A3 spermatogonia
presented a light and finely granular euchromatin and their
heterochromatin gradually increased from Al to A3. Type Bl and
B2 spermatogonia showed ovoid nuclei and presented an in-
creased heterochromatin granularity, which gave to the nucleo-
plasm a very granular aspect. Morphometric analysis indicated
that A2 spermatogonia exhibited the biggest nuclear volume,
particularly when compared to type B2 spermatogonia (p<<0.05;
Figure 2B).

Contrary to Aund cells, which were present in all stages,
differentiating spermatogonia were only observed in well-defined
stages of the SEC (Figure 2C). In this regard, type Al cells were
found at stages VII, VIII and IX, type A2 cells were observed at
stages X and XI, while type A3 cells were present at stages XII and
I. With reference to type B spermatogonia, B1 cells were observed
at stages II, III and IV, while B2 cells were found at stages V and
VI. The kinetics of differentiating spermatogonia indicated
a gradual increase in cell numbers from type Al to type B2
spermatogonia, with a decrease from A3 to Bl that was however
not significant. As illustrated in Figure 2D, caspase-3 immunos-
taining frequently detected apoptosis in differentiating type A
spermatogonia, which explains that the increase in cell number
was not exponential. With reference to Aund spermatogonia
(Figure 2C), our kinetics studies indicated that these cells
proliferated, with the highest cell number observed at stage VI,
just before they were expected to differentiate into Al cells.
Subsequently, an abrupt decrease (p<<0.05) was observed at stage
VII, while their number increased again throughout the following
stages. Overall however, Aund cell numbers were not significantly
different throughout the stages of spermatogenesis, except for stage

VIL

GFRA1, PLZF and CSF1R Immunostaining and Western
Blotting

Using immunohistochemistry, we detected expression of
GFRAI1, PLZF and CSFIR by Aund spermatogonia in all
three equid species investigated. Aund cells could be visualized
as single, pairs and chains of spermatogonia (Figures 3A, 4A,
and 5A). While expression of the transcription factor PLZF was
limited to the nucleus of Aund (Figure 4A; arrowheads),
expression of both membrane receptors GFRAl and CSFIR
was confined to the membrane/cytoplasm of these cells
(Figures 3A and 5A; arrowheads). Expression of GFRAI
(~47 KDa), PLZF (~80 KDa), and CSFIR (~130 KDa) was
confirmed by immunoblotting of testis lysates obtained from
horses (during the breeding and non-breeding season), donkeys
and mule (Figures 3B, 4B, 5B).
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Percentage of Aund Cells Positive for GFRA1, PLZF and

CSF1R

As explained above, Aund include A single (As), A paired (Apr),
and A aligned (Aal) spermatogonia. In the immunolabeling
quantitative analysis for horses, we observed that approximately
90 and 80% of Aund cells expressed GFRAl and PLZF
respectively (Figures 3C and 4C). In contrast, only one third of
these cells were labeled for CSFIR (Figure 5C). In order to better
understand marker distribution, a qualitative double-labeling
analysis was performed for GFRAI, PLZF, and CSFIR
(Figure 6). Our data suggest that these proteins are differently
expressed in distinct subsets, or subpopulations, of Aund
spermatogonia. Indeed, some GFRALI positive cells were negative
for PLZF or CSF1R (Figures 6B and 6D). Figure 6E summarizes
the percentages of Aund immunolabeled for the three markers
evaluated in horses. The results obtained for the immunolabeling
quantitative analysis performed for donkeys (D) and mules (M)
were very similar to those obtained for horses, as follow: GFRALI
(D: 87.5x2.5%; M: 93*x1%); PLZF (D: 76.5%£3.5%; M:
83.51.5%); and CSFI1R (D: 26.5%5.5%; M: 35.5%=2.5%).

Testicular Morphometric Analysis

We measured the volume density of components of the
testicular parenchyma in stallions during the breeding (Figure 7A;
1) and non-breeding seasons (Figure 7A; 2). In both periods
evaluated, we observed that the seminiferous tubules occupied
about 75% of the testis parenchyma. During the breeding season,
half of the intertubular compartment was occupied by Leydig cells,
while in the non-breeding period connective tissue was the
predominant component (~40%) of this compartment. Connec-
tive tissue occupied approximately one third of the interstitium in
the breeding season. The volume density of blood vessels was very
similar in the two periods investigated. Based on the percentage of
testicular components in the testis parenchyma, and in order to
investigate spermatogonial distribution, cross-sections of horses
seminiferous tubules were subdivided into 4 different regions
(Figure 7B): I) adjacent to another tubule (T'T); II) next to the
mterstitial compartment with blood vessels (TT+BV); 1II) adjacent
to the interstitial compartment without blood vessels (T1-BV); and
IV) next to the interstitial compartment containing connective
tissue (TIC).

Spermatogonial Distribution

According to the four seminiferous tubules regions considered,
and based on morphological and GFRAI immunolabeling
evaluations (Figure 8A-P), GFRA1(+) Aund spermatogonia were
predominantly located (p<<0.05) in the areas where the tubule
faced the interstitial compartment containing blood vessels
(TT+BV) (Figures 8E-G and 8M-O). Except for the blood vessels
area, GFRAI(+) Aund spermatogonia distribution was similar in
the other three areas investigated. As clearly evidenced in
Figure 8H and P, the total number of Aund facing the interstitium
1s about 3-fold higher than the total number of Aund located in the
tubule-tubule area (p<<0.05). Also, using both morphological and
immunostaining evaluations, Aund distribution pattern was not
affected by seasonality.
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Figure 2. Spermatogonial types and their kinetics in the stallion seminiferous epithelium cycle. A) High-resolution light
photomicrographies of spermatogonial cells: Aund and differentiated spermatogonia (type A1, A2, A3, B1 and B2), showing their nuclear size and
details that allowed their morphological identification. B) Nuclear volume of the different spermatogonial types characterized showing that A2
presented the highest value, particularly in comparison to type B2 spermatogonia. C) Number (kinetics) of Aund and differentiated spermatogonial
cells and preleptotene spermatocytes (Pl) per 1000 Sertoli cell nuclei. Note that, except for stages | and I, the values obtained for differentiated
spermatogonia increased gradually, whereas the numbers of Aund were relatively stable, reaching their lowest level at stage VII. D) lllustration of the
immunolocalization of active caspase-3 in differentiated type A (A1, A2, and A3) spermatogonial cells. Figures A and D, bar=5 pum.

doi:10.1371/journal.pone.0044091.g002

Discussion

To our knowledge, the present study in the first that investigates
the SSC niche in stallions. This study also offers a comparative
evaluation of Aund markers in three different domestic equid
species (stallions, donkeys and mules). In order to better un-
derstand the topology of cellular compartments within the testis,
we first characterized the stages of the SEC in stallions according
to acrosome development in spermatids. We also characterized the
different types of spermatogonia in this species and investigated
their distribution in four different regions of seminiferous tubules
cross-sections, using morphological and Aund markers criteria.
Based on the distribution of GFRAl-positive spermatogonia, our

PLOS ONE | www.plosone.org

findings strongly suggest that, similar to the other vertebrate
species investigated in this respect, Aund cells in stallions were
preferentially located in the areas facing the interstitium,
particularly those nearby blood vessels. Also, all three Aund
markers investigated (GFRA1, PLZF, and CSF1R) were expressed
in stallions, donkeys and mules, which was confirmed by Western
blot analysis. These results suggest that the molecular mechanisms
driving SSCs physiology and maintenance of the niche are
conserved among mammals.

The GFRAI membrane receptor is considered one of the most
useful markers of Aund [23]. Its presence at the surface of these
germ cells has been described in mice [23,35-38], pigs [39],
domestic cats [40,41], peccaries [31], non-human primates
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B Western blotting

GFRA1
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Percentage of GFRA1(+) Aund
in horses
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Figure 3. Immunostaining evaluation of the presence of GFRA1 in equids. A) As it can be noted, the expression of this marker was limited to
the cytoplasm of Aund (arrowheads) and this pattern was similar for horse (A2-4), donkey (A6-8) and mule (A10-12). A1, A5 and A9 are the negative
controls. B) Immunoblotting confirmed the expression of GFRA1 in the testis of horse [during the breeding (BS) and non-breeding (NBS) season],
donkey and mule. C) Percentage of GFRA1(+) Aund cells showing that approximately 90% of these cells express this membrane receptor (*p<<0.05).

Figure A, bar=10 pm.
doi:10.1371/journal.pone.0044091.g003

[42,43,44,45] and humans [45,46,47]. The present study is the
first to describe the expression of GFRA1 by Aund in equids. We
believe that like in mice [18-20,23], GFRALI is important for SSCs
self-renewal in equids. Quantification analysis, qualitatively
confirmed by Western blotting, revealed a high prevalence of
Aund cells labeled for GFRA1 (~90%) in the stallion testis,
suggesting that all subtypes of Aund cells (As, Apr and Aal) were
expressing this receptor. The percentage of GFRA1 positive Aund

peccaries (~93%) [31] and mice (90%) [48]. Because A single
spermatogonia (As) represent approximately 10% of all Aund cells
[5,49], we believe that all Aund subtypes were labeled for GFRA1
in the equid species investigated in this study. However, in order to
ascertain that all Aund subtypes express GFRA1, other studies will
be necessary, such as whole-mount analysis [50]. In addition,
further investigations will be needed to evaluate possible changes
in GDNF (GFRALI ligand) expression by Sertoli cells through the

cells found in the present work is similar to the values found for
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Figure 4. Immunostaining evaluation of the presence of PLZF in equids. A) As it can be observed, the expression of this marker was present
in the nucleus of Aund (arrowheads) and this pattern was similar for the three equid species investigated (horse, A2-4; donkey, A6-8; and mule, A10-
12). Negative controls are shown in A1, A5 and A9. B) Expression of PLZF was confirmed by immunoblotting in the horse testis [during the breeding
(BS) and non-breeding (NBS) season], donkey and mule. C) Approximately 80% (*p<<0.05) of Aund express this transcription factor. Figure A,
bar=10 um.

doi:10.1371/journal.pone.0044091.g004
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Figure 5. Immunostaining evaluation of the presence of CSF1R in equids. A) As it can be noted, the expression of this marker was limited to
the cytoplasm of Aund (arrowheads) and this pattern was similar for horse (A2-4), donkey (A6-8) and mule (A10-12). A1, A5 and A9 are the negative
controls. B) Immunoblotting confirmed the expression of CSF1R in the testis of horse [during the breeding (BS) and non-breeding (NBS) season],
donkey and mule. C) Percentage of CSF1R(+) Aund cells showing that approximately 35% of these cells express this membrane receptor (*p<<0.05).

Figure A, bar=10 pum.
doi:10.1371/journal.pone.0044091.g005

stages of the seminiferous epithelium in horses, as observed for rats
[51] and mice [50].

Although slightly less frequent, expression of the transcription
factor PLZF was observed in ~80% of Aund in equids. This result,
also confirmed by Western blotting, is similar to findings already
described in rabbits [52]. PLZF is also highly conserved in
mammals, and considered to be involved in self-renewal and
maintenance of the SSC pool in mice [21,22], sheep [53], rabbits
and primates [42,43,52]. Based on these findings, we can assume
that PLZF is also required for Aund/stem cell physiology in
equids. In mice SSCs, PLZF activity represses Ait and Crtcl gene
expression, whose products are both involved in spermatogonial
differentiation [54,55]. Consequently, PLZF is co-expressed with
OCT4, a marker for primitive stem cells. Future investigations
should address these questions in equids.

In the present study, we also show that like in mice [24,56] only
one-third of Aund expressed the receptor for colony stimulating
factor 1 (CSFIR). CSFIR expression was also confirmed by
Western blotting. In the collared peccary, double labeling
demonstrated that Aund spermatogonia positive for CSFIR also
expressed GFRAL [31]. Other studies reported the presence of
CSFIR in enriched mouse germ cell populations positive for
THY1 [24] and GFRAI1 [56]. Because colony stimulating factor 1
(GSF1) is secreted by Leydig and peritubular myoid cells in mice
[24] and peccaries [31], it would be interesting to investigate
a possible role of these somatic cells in the regulation of Aund in
equids.

In comparison to the data obtained for rodents [21-24,35—
38,48,56], peccaries [31], and equids in the present study, and
based on pluripotent markers (LIN28 and POUSF1) [57], the
spermatogonial phenotype in man [52,58] and in non-human
primates [57,58] seems to be rather different. Also, based on
recent data showing that a great number of cytokines and growth
factors, such as GDNF and CSF1, are produced by peritubular
myoid cell, this somatic cell is now emerging as an important
regulator of SSCs self-renew and niche [31,46,59]. Therefore,
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future studies should also address this important functional role of
the peritubular myoid cells in equids.

To our knowledge, the present study is the first to investigate
the distribution of GFRAI positive spermatogonia in equids.
Our data strongly suggest that the interstitium, particularly the
vascular network, may play an important role in the regulation
of equid SSCs, like in other species [30,31]. Indeed, our
findings demonstrate that stallion Aund spermatogonia positive
for GFRAl were preferentially located in the seminiferous
tubules areas adjacent to blood vessels. Because there is yet no
proven niche factor arising from the vasculature, this important
feature is only an indirect reference point for the localization of
the niche. However, it has been suggested that the concentra-
tion of follicle-stimulating hormone (FSH) is higher near blood
vessels and this could stimulate GDNF (the GFRAI ligand)
production by Sertoli cells, creating a specific microenvironment
for Aund [60,61].

Due to drastic alterations in the intertubular compartment
volume density during the sexually inactive period, an evident
niche was not observed in golden hamsters [29]. In the present
study, we did not observe any difference in the pattern of Aund
distribution between breeding and non-breeding periods. These
findings might be related to the fact that in countries where the
annual photoperiod variation is less than two hours, effects of
seasonality in stallions are not sufficient to promote significant
changes in the testis interstitium composition [62]. In studies
developed in Texas (USA), the total number of type A
spermatogonia (undifferentiated plus differentiated) was signifi-
cantly reduced in stallions during the non-breeding period [63,64].

In the present investigation, we defined twelve stages of
spermatogenesis in equids according to overall germ cells
composition and acrosome development. A similar situation was
previously described in donkeys [7]. This system of characteriza-
tion is different from the so-called tubular morphology system,
where eight stages of the SEC are always defined, including for
stallions [65,66,67]. In addition, we obtained stages frequencies
similar to the ones found for donkeys [7], even after grouping of
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Figure 6. Qualitative evaluation of the co-localization of the three different spermatogonial markers used for horses. Considering the
co-expression of GFRA1 and PLZF the following pattern was observed: A) GFRA1(+) cells (A1; red arrowhead) presenting co-localization with PLZF (A2;
yellow arrowhead), as evidenced in the merged figure (A3; white arrowhead); B) this panel illustrates GFRA1(+) cells (B1; red arrowhead) that do not
present PLZF expression (B2), as shown in the merged figure (B3; white arrowhead). In relation to the co-expression of GFRA1 and CSF1R the
following labeling pattern was observed: C) GFRA1(+) cells (C1; red arrowhead) also expressing CSF1R (C2; green arrowhead), shown in the merged
figure (C3; white arrowhead); D) differently, some GFRA1(+) cells (D1; red arrowhead) do not present CSF1R (D2; white arrowhead in D3 merged
figure). E) Summarization of the quantitative data obtained for Aund GFRA1, PLZF and CSF1R positive cells in horses, suggesting that these three

proteins are differently expressed in this cell population. Yellow bar=20 um; White bar=30 um.

doi:10.1371/journal.pone.0044091.g006

the pre- and postmeiotic stages. This finding reinforces the
hypothesis that stage frequencies may be phylogenetically de-
termined among members of a same family [32,68].

The different types of stallion spermatogonia exhibited
morphological characteristics already described in donkeys [7].
Interestingly, the pattern found for nuclear volume, where the
maximum value was observed for type A2 spermatogonia, was
very similar to the one observed in mice [69]. As expected from
the literature [5,7], a gradual increase in cell numbers from type
Al to type B2 spermatogonia was observed in stallions.
However, probably due to the high incidence of apoptosis or
check points known to occur in the mammalian seminiferous
epithelium [5,70], we observed a significant germ cell loss,

the lowest germ cell number was observed at stage VII of the
SEC where sperm release occurs and most of Aund become
type Al spermatogonia [5,7,31].

In summary, our findings suggest that the molecular mechan-
isms driving SSCs physiology and niche maintenance are
conserved among mammals. Also, the characterization of Aund
spermatogonia performed in the present study provides for the first
time a foundation for future studies of SSCs self-renewal and
differentiation in equids. Our data will facilitate isolation and
cryopreservation of these cells. In addition, our findings will be
very useful for studies involving germ cells transplantation and
xenografts of equid testis fragments/germ cells suspensions to
preserve the germplasm of valuable animals.

particularly in the transition from type A to type B spermato-
gonia [7]. Kinetics of Aund spermatogonia followed the trend
observed in rodents [5], donkeys [7] and peccaries [31]. Indeed,

A
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Seminiferous tubules cross-sections were
subdivided into four regions characterized as follows:
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Figure 7. Testis morphometry in horses, during the breeding and non-breeding season, and seminiferous tubules cross-sections
subdivisions. A) Whereas the seminiferous tubules (ST) volume density was not changed during the two periods evaluated, Leydig cells (LC) and
connective tissue (CT) were the most prevalent components of the intertubular compartment during the breeding and non-breeding season.
Seminiferous tubules cross-sections were subdivided into 4 different regions according to the prevalence of these aforementioned components (B).
BV =blood vessels. Figure B, bar=100 um.

doi:10.1371/journal.pone.0044091.g007
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Figure 8. Aund distribution in horses according to morphological (A-H) and immunostaining (I-P) criteria. As indicated by red
arrowheads, using both criteria, Aund cells were present in all four regions considered. However, independently of the breeding season, these cells
were more frequently observed in the areas facing the interstitium, particularly nearby the blood vessels. TT=Tubule-Tubule contact;
TI—BV =Tubule-Interstitium without blood vessels; TI+BV = Tubule-Interstitium with blood vessels; TIC =Tubule-Interstitium containing connective
tissue. Figure A-D and H-K, bar=10 um.

doi:10.1371/journal.pone.0044091.g008
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