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RESUMO

O desenvolvimento pés-natal dos testiculos em mamiferos € marcado por importantes
modificacbes na estrutura e composicdo deste 0Orgdo, as quais sdo reguladas,
principalmente, pelos horménios foliculo estimulante (FSH) e luteinizante (LH) e também séo
resultantes de complexas intera¢des essenciais para a maturacdo dos elementos somaticos
e germinativos. Diferentemente de outras espécies de mamiferos, a maturacao testicular em
equinos se inicia na regido central deste 6rgdo. No entanto, estudos recentemente
realizados em nosso laboratério indicaram que em suinos a maturacdo dos tubulos
seminiferos parece ndo ocorrer de forma aleatéria. No presente estudo, duas diferentes
abordagens experimentais foram utilizadas para se investigar funcionalmente o testiculo de
suinos. Na primeira delas, os objetivos foram os de se avaliar o padrdo de maturacdo dos
cordBes e tubulos seminiferos e as caracteristicas morfolégicas e funcionais das células
somaticas testiculares, durante o desenvolvimento pés-natal, em trés diferentes regibes do
testiculo, conforme segue: a) préximo a tunica albuginea (TA); b) na regido de transicao
entre os tdbulos seminiferos e o mediastino testicular/rete testis (RT); e c) na regido
intermediaria (ID) entre TA e RT. Ja os objetivos da segunda abordagem foram os de se
avaliar os efeitos da inibicdo do eixo hipotdlamo-hipéfise-gbnada nos niveis de
gonadotrofinas (FSH, LH), testosterona (T) e 17p-estradiol (E2) e na estrutura e funcdo das
trés diferentes regibes mencionadas para o parénquima testicular de suinos sexualmente
maduros, tratados com acetato de leuprolide, um potente agonista/antagonista sintético do
GnRH, em duas diferentes idades pré-puberes. Baseado no diametro dos corddes/tubulos
seminiferos, no tamanho do nucleo das células de Sertoli, bem como na secrecédo de fluido
tubular, principalmente aos 90 e 120 dias de idade, os resultados encontrados na primeira
etapa do estudo mostraram que o processo de maturagdo dos tubulos seminiferos estava
mais adiantado nas regides ID e RT. A atividade mitética das células de Sertoli foi maior em
RT que em ID e TA aos 7 e 120 dias. Exceto para o indice mitético das células de Leydig, o
qgual foi menor em ID, em comparagdo com TA e RT aos 7, 30 e 180 dias, os demais
parametros avaliados para esta importante célula esteroidogénica, tais como volume celular
individual, volume nuclear e citoplasmatico, foram sempre maiores em ID, sugerindo que a
esteroidogénese é mais ativa nesta regido, ao longo de todo o periodo investigado. Em
conjunto, estes resultados acima sugerem que as células de Leydig em ID parecem
desempenhar papel chave durante o desenvolvimento testicular pés-natal em suinos. Ainda,
este tipo celular provavelmente esta envolvido com o desenvolvimento nao-aleatério do
parénguima testicular e, neste contexto, a regido de transicdo se comportaria como zona
primaria de crescimento dos tubulos seminiferos. Por outro lado, os resultados obtidos com

a segunda abordagem experimental mostraram que, apesar das concentracdes séricas de
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LH, FSH e T néo terem apresentado, de maneira geral, alteracbes marcantes em
decorréncia dos dois periodos de tratamentos com o acetato de leuprolide, estes
tratamentos foram efetivos. Particularmente em ID, no grupo que recebeu a droga aos 35
dias de idade, o tratamento promoveu alteracdes significativas em varios importantes
parametros morfométricos investigados, tais como: percentual e volume nuclear das células
de Leydig, lume tubular e tdnica propria. Em conjunto, os resultados obtidos com esta
abordagem confirmam aqueles encontrados na abordagem anterior, 0s quais mostraram
que a regido intermediaria desempenha papel crucial no desenvolvimento testicular de
suinos, principalmente a partir das células de Leydig, que funcionalmente se mostraram
distintas daquelas localizadas nas outras duas regides investigadas apés o tratamento com
leuprolide. Ainda, os resultados encontrados na ultima abordagem utilizada sugerem que as
células de Leydig localizadas em ID foram mais susceptiveis ao tratamento realizado com
leuprolide, no inicio do segundo més de idade. Em conclusao, os resultados encontrados no
presente trabalho mostraram que, a semelhanga do observado em equinos, a maturacao do
testiculo em suinos também ocorre de maneira regionalizada. Mais importante ainda,
nossos resultados sugerem fortemente que as células de Leydig localizadas na regido
intermediaria do parénquima testicular de suinos sé@o funcionalmente distintas daquelas
encontradas nas outras duas regides investigadas, desempenhando papel central no
desenvolvimento deste 6rgao. Neste aspecto em particular, o presente estudo € o primeiro a

abordar este intrigante fendmeno bioldgico.
Palavras-chave: Suinos, desenvolvimento testicular pds-natal, morfometria, células de

Sertoli, células de Leydig, células peritubulares mibdides, GnRH, acetato de leuprolide,

gonadotrofinas, esterbides sexuais.
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INTRODUCAO E REVISAO DA LITERATURA

1. Desenvolvimento dos testiculos

A célula de Sertoli é a primeira célula somética a se diferenciar nos testiculos.
Origina-se provavelmente do epitélio celémico e seus precursores expressam 0 gene
determinante do sexo masculino Sry no braco curto do cromossomo Y. Desta forma, a
célula de Sertoli desempenha papel crucial no direcionamento da diferenciacdo do
testiculo que ocorre em torno de 11,5 dias de gestacdo em camundongos (Capel, 2000,
Combes et al., 2009) e por volta de 26 e 56 dias em suinos (Pelliniemi, 1975) e humanos
(Pelliniemi et al., 1993), respectivamente. A migracdo das demais células somaticas do
testiculo, tais como células endoteliais, fibroblastos e células de Leydig a partir da regiao
mesonéfrica (ou provavelmente de outros locais) para a crista genital ocorre sob a
influéncia de fatores tais como Sox 9, produzidos pelas células precursoras das células
de Sertoli (Merchant-Larios & Moreno-Mendoza, 2001; Tilmann & Capel, 2002; Yao et al.,
2002, Sekido et al., 2004; Kanai et al., 2005). Estudos recentes demonstraram que as
células peritubulares miodides nédo fazem parte da populacdo de células que migram do
mesonefro e sim, tem origem mais provavel do epitélio celdbmico ou mesmo do
mesénquima que constitui a crista genital (Combes et al., 2009). Conforme visto para as
outras poucas espécies de mamiferos ja investigados neste aspecto, estudos
desenvolvidos em suinos tém mostrado que a diferenciacdo das células de Leydig fetal &
provavelmente dependente da diferenciacdo das células de Sertoli (Kaminski et al.,
1999).

A semelhanca de outros vertebrados, somente dois tipos celulares estédo
presentes no epitélio seminifero em suinos durante os periodos fetal e pés-natal inicial:
células de Sertoli, abundantemente distribuidas, principalmente na periferia dos corddes
seminiferos, e gondcitos/espermatogonias, localizadas centralmente (Van Straaten &
Wensing, 1977; Godinho & Cardoso, 1979; Van Vorstenbosch et al., 1984; Franga et al.,
2000; Franca et al., 2005; Ford & Wise, 2009). O desenvolvimento das células
germinativas em suinos, durante o periodo fetal, € provavelmente independente da acao
de gonadotrofinas, especificamente do FSH (Van Vorstenbosch et al., 1984; Van
Vorstenbosch et al.,, 1987; Haeussler et al., 2007). Porém, nos mamiferos em geral,
considera-se que o0 FSH desempenha importante papel para a iniciacdo da
espermatogénese durante o desenvolvimento pos-natal dos testiculos (Sharpe, 1994).
Embora num ritmo diferente de crescimento, quando comparadas as células de Leydig e
de Sertoli, as células germinativas proliferam continuamente apds o nascimento (Van
Straaten & Wensing, 1977; Godinho & Cardoso, 1979; Okwun et al., 1996; Franca et al.,
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2000). Entretanto, os primeiros espermatdécitos primarios e as primeiras espermatides sédo
observados somente entre dois a trés meses e apO0s o0s trés meses de idade,
respectivamente (Erickson, 1964; Godinho & Cardoso, 1979; Franca et al., 2000). Por
esta razado, o crescimento mais acentuado de testiculos pré-puberes em racas suinas de
grande porte inicia-se apdés 10 semanas de idade e o peso testicular aumenta
dramaticamente apés 15 semanas (Godinho & Cardoso, 1979).

Baseado em vérios parametros, tais como peso do testiculo, didmetro tubular,
maturacao da célula de Sertoli, primeira liberacdo de espermatides do epitélio seminifero
e aumento dos niveis plasmaticos de testosterona, a puberdade, na maioria das ragas de
suinos, ocorre entre 4 e 5 meses de idade. Ja a maturidade sexual na grande maioria das
racas de suinos ja investigadas € alcancada entre 7 e 8 meses de idade, época na qual
se observa estabilizacdo do diametro tubular, do percentual de tibulos seminiferos e de
células de Leydig no parénquima testicular, e no nimero de células germinativas e ndcleo
de células de Sertoli por seccao transversal de tubulo seminifero (Wrobel & Dierichs,
1975; Van Straaten & Wensing, 1977; Okwun et al., 1996; Franca et al., 2000). No
entanto, baseado na avaliacdo da qualidade espermatica e fertilidade nesta espécie, a
maturidade sexual plena s6 é alcangcada apdés os 10 meses de idade (Rodriguéz-
Martinéz, 2001).

Fatores paréacrinos produzidos pelas células de Leydig podem diminuir a
proliferagcéo in vivo das células de Sertoli em resposta ao FSH em ratos (Orth, 1993).
Entretanto, durante o desenvolvimento dos testiculos em suinos, a correlacdo significativa
e positiva observada entre os niveis de FSH e testosterona com o nimero total de células
de Sertoli, Leydig e germinativas por testiculo, indica uma regulacéo paracrina dindmica e
bem balanceada entre os mesmos. Neste contexto, os resultados encontrados por Franga
et al. (2000), mostrando um padrao similar de crescimento do namero total de células de
Sertoli e de células Leydig por testiculo, do nascimento aos 4 meses de idade sugerem
claramente a interagdo funcional entre estes dois tipos celulares, durante o

desenvolvimento dos testiculos em suinos.

2. Proliferacéo das células de Sertoli e sua regulacéo

As células de Sertoli em mamiferos proliferam ativamente durante o periodo fetal
(Orth, 1984; Orth, 1993; McCoard et al.,, 2003a). Porém, os mecanismos regulatérios
responsaveis por esta proliferagdo sédo até agora pouco conhecidos, sendo, pelo menos
em camundongos, independentes de gonadotrofinas (Baker & O’Shaughnessy, 2001). No
entanto, durante o periodo pos-natal, € fortemente sugerido na literatura para mamiferos,

principalmente a partir de dados obtidos para roedores de laboratério (ratos e
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camundongos) e primatas, que o FSH é o principal fator responséavel pela proliferacédo
das células de Sertoli neste periodo (Orth, 1984; Orth, 1993; Heckert & Griswold, 2002),
mais especificamente através da ativacdo das ciclinas D1 e D2, durante a fase G1 do
ciclo celular (Sicinski et al., 1996; Crepieux et al., 2001). Evidéncias na literatura mostram
gue os andrdgenos sdo importantes na determinacdo do nimero de células de Sertoli na
fase fetal (Scott et al., 2007) e possivelmente também no periodo pds-natal (Sharpe et al.,
2003).

Embora o FSH controle as diferentes funcdes das células de Sertoli através de
pelo menos cinco vias de sinalizagdo (Walker & Cheng, 2005), os efeitos mitogénicos
desta gonadotrofina nas células de Sertoli imaturas sdo mediados pelo aumento dos
niveis intracelulares de AMPc/PKA (Dorrington et al., 1972; Orth & Boehm, 1990; Simoni
et al., 1997; Dias et al., 2001; Rossi et al., 2007). Entretanto, além da PKA, outras vias
também estimuladas pelo FSH podem estar envolvidas na proliferacdo das células de
Sertoli. Neste contexto, foi demonstrado que a ativagcdo das proteinas quinases ativadas
por mitébgenos (MAP quinases) ERK1 e ERK2 nas células de Sertoli imaturas, em
resposta ao estimulo promovido pelo FSH, resultou no aumento da expressdo das
ciclinas D1 e D2, as quais estao diretamente relacionadas com a atividade proliferativa
destas células (Crepieux et al., 2001; Walker & Cheng, 2005; Musnier et al., 2009).
Contudo, pouco se sabe ainda a respeito dos eventos especificos que coordenam a
proliferacéo da célula de Sertoli sob a estimulacdo do FSH. Alguns estudos experimentais
sugerem que, sob a influéncia desta gonadotrofina, estrégenos produzidos pela
aromatizacdo de androgenos em células de Sertoli imaturas poderiam exercer uma
influéncia importante na divisdo destas células através da indugédo do fator TGF@ (Orth,
1984; Orth, 1993).

Ontogenicamente, o FSH e o LH sdo detectados na adenohipdfise fetal de suinos
somente a partir do 75° dia de gestacdo (2/3 da gestacdo); os mesmos aumentam
continuamente, e suas concentracfes nesta mesma glandula exibem um pico logo antes
do nascimento (McNamara et al.,, 1985). Ja a quantidade de receptores de FSH no
testiculo aumenta continuamente do nascimento até a puberdade (Vandalem et al.,
1986).

A capacidade de resposta das células de Sertoli ao FSH é variavel ao longo do
desenvolvimento testicular pés-natal em suinos, conforme foi demonstrado por ensaios in
vitro (Monet-Kuntz & Fontaine, 1989). Nesse contexto, varios estudos realizados nesta
espécie sugerem que 0s niveis plasméaticos de FSH ndo estdo rigorosamente
correlacionados com a proliferacdo ativa das células de Sertoli que ocorre durante os
periodos de gestacdo tardia e poOs-natal inicial (Ford et al., 1997; Ford et al., 2001;
Lunstra et al., 2003; McCoard et al., 2003a, b; Wagner & Claus, 2009). Também, diferente
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de ratos, nenhuma correlacao foi observada entre a evolugéo dos receptores testiculares
e niveis plasmaticos de gonadotrofinas durante o desenvolvimento pés-natal dos
testiculos em suinos, bem como sobre o papel indutor que o FSH exerce nos receptores
de LH, observacao esta ja documentada para ratos (Vandalem et al., 1986).

Ao contrario do FSH, o T3 é responsavel pela mudanca do estado funcional
mitético para o ndo-mitético das células de Sertoli, que ocorre antes do estabelecimento
da puberdade (Cooke et al., 1994a; Franca et al., 1995). O mecanismo de regulacdo
desta mudanca mediada pelo T3 esta relacionado com o aumento da concentracdo dos
inibidores das quinases dependentes de ciclinas (CDKIs) p27¢"* e p21", através da
inibicdo da E3 ubiquitina ligase SKP2 (S-phase kinase protein 2), enzima responsavel por
regular a meia-vida destas CDKIls (Nakayama et al., 2004; Holsberger et al., 2005a;
Fotovati et al., 2006; Egozi et al., 2007). Conforme foi visto em camundongos adultos
knockout para SKP2, o tamanho do testiculo e o numero de células de Sertoli
apresentaram reducdo significativa quando comparado com o0s animais controles
(Holsberger et al., 2005b, Egozi et al., 2007). Ao contrario, em camundongos knockout
para p27¢"* e p21°P* observaram-se os testiculos maiores devido ao aumento no nimero
de células de Sertoli (Kiyokawa & Koff, 1998; Holsberger et al., 2003; Holsberger et al.,
2005b). Neste contexto, fica evidente que através do controle da concentragéo celular de
p27"" a proteina SKP2 é um importante regulador da proliferacéo da célula de Sertoli
(Holsberger et al., 2005a).

Estudos desenvolvidos em nosso laboratorio e outros ja publicados sugerem
fortemente que o T3 também esta envolvido na regulacdo da funcdo das células de
Sertoli em suinos (Caussanel et al., 1996; Palmero et al., 1996; McCoard et al., 2003b;
Silva Jr, 2000; Cooke et al., 2005). Contudo, o papel deste fator na proliferacdo e
maturacao destas importantes células soméaticas do testiculo ndo esta ainda claramente
estabelecido para esta mesma espécie (Tarn et al., 1998; Silva Jr, 2000; Klobucar et al.,
2003; Cooke et al., 2005). Ontogenicamente, o horménio estimulador da tire6ide (TSH) é
detectado pela primeira vez na adenohipéfise de suinos aos 75 dias de gestacéo,
aumentando sua concentragdo de maneira continua até a 62 semana ap0s 0 hascimento
(McNamara et al., 1985).

Nos roedores relativamente bem investigados (ratos e camundongos) tem sido
demonstrado que a proliferacdo das células de Sertoli inicia-se ap6s a diferenciacéo
sexual, exibindo um pico logo antes do nascimento, diminuindo entdo de forma gradual
entre a 22 e 32 semanas pos-natal (Kluin et al., 1984; Orth et al., 1988; Vergouwen et al.,
1991; Baker & O’Shaughnessy, 2001). Porém, padrao diferente de proliferacdo de células
de Sertoli ap6s o nascimento é observado para ndo-roedores (Plant et al., 2005) e

animais de grande porte, nos quais a puberdade ocorre varios meses ou anos apos o
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nascimento (Sharpe et al., 2003). Em geral, nestas espécies as células de Sertoli tém
duas distintas e proeminentes fases mitéticas. A primeira ocorre apdés o hascimento, por
um periodo de tempo variavel entre as espécies, e a segunda logo antes da puberdade
(Sharpe et al.,, 2003). A proliferacdo da célula de Sertoli em suinos € muito ativa no
periodo tardio da gestacdo (McCoard et al., 2003a) e varios relatos na literatura sugerem
gue a proliferacéo pds-natal da célula de Sertoli nesta espécie ocorre predominantemente
durante as primeiras semanas apos o nascimento (Putra & Blackshaw, 1985; Swanlund et
al., 1995; McCoard et al., 2001; McCoard et al., 2003a, b). Porém, estudos desenvolvidos
em suinos Piau por Franga et al. (2000), corroborados por Klobucar et al. (2003),
demonstraram que a proliferacéo pés-natal desta célula em suinos apresenta duas fases
distintas. A primeira fase estende-se do nascimento ao primeiro més de vida, quando o
namero de células de Sertoli por testiculo aumenta aproximadamente seis vezes; outra
notavel expansao celular ocorre entre o 3° e 4° més de idade, correlacionando a mesma
com o periodo no qual a maturacé@o da célula de Sertoli € observada na maioria das ragas
suinas investigadas (Tran et al., 1981; Kosco et al., 1989; Franca et al., 2000; Klobucar et
al., 2003). O primeiro periodo de proliferacdo pés-natal de célula de Sertoli é também
coincidente com aumento de 6 vezes em comprimento/massa dos corddes/tubulos
seminiferos por testiculo (Franca et al., 2000; McCoard et al., 2001a). Embora mostrando
um padréao de declinio, os niveis plasmaticos de FSH em suinos sdo mais elevados no
inicio destes dois periodos de proliferacdo das células de Sertoli (Colenbrander et al.,
1982; Vandalem et al., 1986; Franca et al., 2000; Ford et al., 2001; McCoard et al.,
2001a).

Durante o desenvolvimento testicular pos-natal, as células de Sertoli imaturas e as
células de Leydig apresentam atividade da enzima aromatase, responsavel pela sintese
de estrégenos. Entretanto, apds o estabelecimento da puberdade, as células de Sertoli
perdem a capacidade de sintetizar este esterdide sexual, de maneira que as principais
fontes de estrégenos no testiculo pés-pubere e adulto sdo as células de Leydig e as
células germinativas (Petersen & Soéder, 2006; Carreau et al., 2007). Nas espécies
sazonais, a expressao da aromatase é dependente do fotoperiodo (Tsubota et al., 1997;
Bilinska et al.; 2001). Os principais alvos da acdo dos estrégenos no trato genital
masculino sdo os ductulos eferentes, nos quais ocorre a reabsorcdo de fluido tubular
(Oliveira et al., 2002). Além disso, os estrogenos também desempenham um importante
papel na regulacdo da funcdo epididimaria (Carreau et al.; 2007). Recentemente foi
demonstrado que o estroégeno participa na regulagdo da proliferacdo das células de
Sertoli em ratos (Lucas et al., 2008). Os equinos e principalmente os suinos apresentam
as maiores concentracdes plasmaticas de estrégenos entre os animais domeésticos ja
investigados (Raeside, 1969; Velle, 1976; Claus & Hoffmann, 1980; Setchell & Cox,
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1986). Particularmente em suinos, os receptores de estrogenos estdo amplamente
distribuidos nos testiculos e epididimo (Rago et al., 2004; Mutembei et al., 2005; Peatrl et
al.,, 2007; Ramesh et al., 2007). Recentemente, véarios trabalhos tém demonstrado a
importancia dos estrégenos durante o desenvolvimento testicular pds-natal nesta espécie
(At-Taras et al., 2006a, b; Ramesh et al., 2007; At-Taras et al., 2008; Berger et al., 2008).
Desta forma, em suinos nos quais a sintese enddgena de estrogenos foi inibida da
primeira semana de vida a maturidade, observa-se que, durante a fase pré-pubere,
ocorre atraso na formacgdo do lume tubular, bem como menor nimero de células de
Sertoli e baixo peso testicular. Entretanto, quando estes animais atingem a maturidade,
observa-se recuperacdo e aumento destes parametros, de modo que o peso testicular
estava aumentado em resposta ao maior nimero de células de Sertoli, 0 que resultou em
maior producdo espermética diaria observada nestes animais (At-Taras et al., 2006a;
Berger et al., 2008).

Em todas as espécies de mamiferos investigadas até o presente momento,
incluindo-se ai os suinos, a proliferagdo das células de Sertoli ndo € observada apés a
puberdade. Assim, é considerado que em todas estas espécies, a proliferagdo de células
de Sertoli termina préximo do periodo de desenvolvimento da barreira de células de
Sertoli, secre¢cdo de fluido tubular (com consequente formacdo do lume tubular),
desenvolvimento do citoesqueleto de actina nas células de Sertoli e extensa proliferacao
de espermatocitos primarios (Russell et al.,, 1988; Russell et al., 1989; Gondos &
Berndston, 1993; Franca et al., 2000). Em racas de suinos de maior porte, a maioria
destes eventos, 0s quais sdo considerados como bons marcadores morfolégicos e
funcionais da diferenciacdo das células de Sertoli, acontece entre 3 a 4 meses de idade
(Tran et al., 1981; Franca et al., 2000). Provavelmente pelo fato das células de Sertoli
diferenciadas estarem protegidas pela proteina anti-apoptoética Belw (Russell et al., 2001),
a apoptose de células de Sertoli ndo é observada no epitélio seminifero de animais
sexualmente maduros (Ross et al., 2001). No entanto, merece ser ressaltado que o fato
de ocorrer aumento significativo do comprimento tubular total na grande maioria de
mamiferos sexualmente maduros ja investigados, sem concomitante aumento no
diametro tubular e capacidade de suporte das células de Sertoli (eficiéncia da célula de
Sertoli), sugere fortemente que proliferacdo das células de Sertoli na regiao de transicao
entre os tubulos seminiferos e a rete testis pode ocorrer por um periodo mais longo, uma
vez que as células de Sertoli particularmente localizadas nesta regido apresentam
caracteristicas de células indiferenciadas ou imaturas (Miranda et al., 2002).

Pelo menos em algumas espécies de peixes teledsteos ja investigados (tilapias e
bagres africanos), as células de Sertoli maduras mantém a capacidade de se dividirem

7

(Schulz et al., 2005; Alvarenga & Franca, 2009). Neste aspecto, é importante ser
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mencionado que, embora em condicdes normais as células de Sertoli de mamiferos
encerrem sua atividade proliferativa antes do estabelecimento da puberdade, estudos in
vitro mostraram que, em ratos, as células de Sertoli terminalmente diferenciadas que
super-expressam as proteinas inibidoras de diferenciacdo (ID1 e ID2) sdo capazes de
reingressarem ao ciclo celular e sofrerem mitoses (Chaudhary et al., 2005). Desse modo
deve-se ressaltar a importancia da presenca de outros fatores, além do FSH, também
necessarios para proliferagdo das células de Sertoli. Além disso, em estudo mais recente
foi demonstrado que as células de Sertoli adultas de camundongos e humanos séo
capazes de retornarem a atividade mitética in vitro (Ahmed et al., 2009). Também em
camundongos, o papel fundamental da conexina 43, constitutiva das gap junctions, como
regulador da atividade proliferativa das células de Sertoli foi demonstrado. As células de
Sertoli de camundongos knockout para esta proteina conservam sua capacidade de
divisdo mesmo durante a vida adulta destes animais, que s&o, contudo inférteis
(Sridharan et al., 2007). Em djungarian hamsters adultos inibidos pelo fotoperiodo e
submetidos a estimulagdo hormonal apropriada, observa-se que as células de Sertoli sdo
capazes de retomar a atividade mitética (Meachem et al., 2005; Tarulli et al., 2006).
Embora estes resultados sejam controversos, variagdes sazonais no numero de células
de Sertoli em garanhfes também sao citadas na literatura (Johnson & Thompson, 1983).
Conforme ja mencionado, devido ao fato de cada célula de Sertoli individualmente
ser capaz de suportar um nuamero finito de células germinativas, de maneira espécie-
especifica (Russell & Peterson, 1984; Orth et al., 1988; Fran¢ca & Russell, 1998), o
namero total de células de Sertoli por testiculo estabelecido durante o desenvolvimento
testicular determina a magnitude do tamanho deste 6rgdo e da producdo espermética
(Orth et al., 1988; Berndtson & Thompson, 1990; Cooke et al.; 1992; Hess et al., 1993,
Sharpe, 1994; Franca & Russell, 1998). Em decorréncia deste aspecto, todas as
condicbes nas quais a atividade proliferativa da célula de Sertoli é afetada determinam,
em Ultima andlise, o numero total de espermatozoéides produzidos por testiculo. Dentre
estas condi¢cdes podem ser citadas, principalmente a partir de resultados obtidos para
roedores, mudancgas nos niveis plasmaticos de FSH e seus receptores (Orth et al., 1988;
Sharpe, 1994; Abel et al., 2000; Sairam & Krishnamurthy, 2001), deficiéncia do receptor
IIA da ativina (Kumar et al., 2001), hipotireoidismo neonatal transitério (Cooke et al.,
19944, b) e hemicastracdo (Ford et al., 2001). Merece ser ainda ressaltado que, apesar
dos animais serem férteis, o tamanho dos testiculos € menor em camundongos knockout
para o FSH e seu receptor, devido a redugcdo no numero das células de Sertoli (Kumar et
al., 1997; Kumar et al., 2001; Sairam & Krishnamurthy, 2001; Kumar, 2005). Varios outros
fatores, principalmente determinados a partir de estudos in vitro para roedores, parecem

estar envolvidos na regulacdo da proliferagdo e diferenciacdo das células de Sertoli.

19



Dentre estes fatores podem ser mencionados o acido retindico, testosterona, estrégenos,
ativina, folistatina, inibina, interleucina-1a (IL-1a), fator de crescimento tumoral a e
(TGFa e B), fator de crescimento epidermal (EGF), fator de crescimento semelhante a
insulina | e Il (IGF-1 e 1I), fator de célula tronco (SCF) e B-endorfina (Orth, 1986; Orth &
Boehm, 1990; Nakai et al., 2001; Petersen et al., 2001; Khan et al., 2002; Petersen et al.,
2002; Buzzard et al.,, 2003a, b). No entanto, as vias de atuacdo destes fatores e 0s
mecanismos fisioldgicos relacionados com os mesmos ndo séo ainda bem estabelecidos
(Kumar et al., 2001; Sairam & Krishnamurthy, 2001).

Neste contexto em particular, merece ser mencionado que a producao de suinos é
muito importante no Brasil, estando a mesma em franco crescimento (Silveira & Talamini,
2007). Porém, a lucratividade depende de vérios fatores, derivados tanto das fémeas
guanto dos machos. Num esfor¢co para se aumentar a eficiéncia da producédo de suinos, o
uso da inseminacgéao artificial (IA) tem mostrado crescimento excepcional e, nas granjas
comerciais nos grandes paises produtores de suinos, incluindo-se o Brasil, grande parte
dos cruzamentos sao feitos utilizando-se esta técnica (Scheid & Silveira, 2002; Silveira &
Talamini, 2007). Esta eficiéncia resulta de aumento no nimero de fémeas que podem ser
inseminadas com um Unico macho com alta fertilidade. Neste contexto, o numero de

espermatozoides por ejaculado é um fator determinante para alcancar esta eficiéncia.

3. Células de Leydig e peritubulares midides

As células de Leydig sédo geralmente encontradas proximas aos vasos sangiineos
ou do tecido conjuntivo da capsula testicular (tinica albuginea) e sua ultra-estrutura
evidencia sua atividade esteroidogénica pela presenca de reticulo endoplasmatico liso
bem desenvolvido e mitocondrias com cristas tubulares (Russell et al., 1996). Desta
forma, estas células sdo bastante conhecidas por sua marcante producéo de esteroides,
0S quais sao sintetizados a partir de uma molécula base, o colesterol (Bardin, 1996). Esta
producdo ocorre através de estimulos do LH (hormoénio luteinizante) em receptores
localizados na membrana citoplasmatica destas células. A semelhanca do FSH, o LH é
uma glicoproteina sintetizada e secretada na adenohipéfise sob a influéncia do horménio
liberador de gonadotrofinas (GnRH) proveniente do hipotalamo. O controle de
retroalimentacdo negativa do LH é exercido tanto pela testosterona quanto pelo
estrogeno concomitantemente na adenohipoéfise e hipotalamo (Shupnik & Schreihofer,
1997; Rochira et al., 2006). Nos testiculos, existem receptores para andrégenos nas
células de Sertoli, peritubulares mibdides, musculares lisas dos vasos e na propria célula
de Leydig (Schlatt et al., 1997; Suarez-Quian et al., 1998; De Gent et al., 2004). Dentre 0s
andrégenos sintetizados pelas células de Leydig incluem-se a testosterona e a

diidrotestosterona, 0s quais sdo responsaveis pela diferenciacdo do trato genital
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masculino e da genitélia externa na fase fetal (Pelliniemi et al., 1996; Wu et al., 2007) e
pelo aparecimento dos caracteres sexuais secundarios e a manutencao quantitativa da
espermatogénese a partir da puberdade (Sharpe, 1994; Zirkin et al., 1994; De Gendt et
al., 2004; Wu et al., 2007). Particularmente, a diidrotestosterona é também responsavel
pela manutencdo funcional das glandulas sexuais acessorias e do epididimo (Fan &
Robaire, 1998; Goyal et al., 1999).

Nos mamiferos em geral, existem dois tipos de células de Leydig: as células de
Leydig fetais, que s&o produtoras de androgenos e do fator semelhante a insulina-3
(INSL3), responsaveis pela masculinizacdo fetal e descenso testicular, e as células de
Leydig do tipo adulto produtoras principalmente de testosterona (Kerr & Knell, 1988;
Huhtaniemi & Pelliniemi, 1992; Haider, 2004; Barsoum & Yao, 2006; Wu et al., 2007). No
homem e outros primatas, um terceiro tipo de células de Leydig, denominadas do tipo
infantil, sdo também encontradas (Griswold & Behringer, 2009). O inicio da diferenciacéo
das células de Leydig fetais, que podem se originar de células somaticas que expressam
o fator esteroidogénico 1 (Sfl) (Barsoum & Yao, 2009), e da producao de andrégenos,
nao estdo sob o controle das gonadotrofinas (Van Vorstenbosch et al., 1982; Lejeune et
al., 1998; Majdic et al., 1998; O’'Shaughnessy et al., 1998; Wu et al., 2007). Enquanto a
proliferacédo e a diferenciacdo destas células sdo reguladas por diversos horménios, tais
como os esterdides sexuais (estrégenos e andrégenos) e o horménio tireoidiano, e por
fatores de transcricdo como GATA (Wu et al., 2007). O desenvolvimento pos-natal das
células de Leydig envolve a proliferacéo celular, diferenciagdo morfologica e aquisicdo da
capacidade de producio de testosterona (Wu et al., 2007). A semelhanca das células de
Leydig fetais, a proliferacdo e diferenciacdo das células de Leydig do tipo adulto e suas
progenitoras sao também reguladas por diversos hormonios e fatores, dentre os quais
podem ser mencionados o LH, IGF-I, TGF a e B, FSH, gonadotrofina coribnica humana,
hormonio anti-mulleriano, estrégenos, horménio tireoidiano e andrégenos (Ge et al. 1996;
Rouiller-Fabre et al. 1998; Mendis-Handagama & Ariyaratne, 2001; Wu et al., 2007).

As células mesenquimais sao consideradas as principais precursoras das células
de Leydig do tipo adulto (Russell et al., 1995; Ge et al., 1996; Lejeune et al., 1998).
Outros tipos celulares do testiculo tais como as células peritubulares midides, células
endoteliais dos vasos linfaticos e células perivasculares (pericitos) também podem dar
origem as células de Leydig (De Kretser et al., 1994; Gaytan et al., 1994; Russell et al.,
1995; Dombrowicz et al., 1996). Apesar de pouco documentado, mitoses de células de
Leydig em animais adultos também ocorrem (Russell et al., 1995).

Em contraste com a maioria das espécies de mamiferos investigadas, as quais
exibem um padréo bifasico (fetal e pds-natal) de desenvolvimento das células de Leydig

(Gondos et al., 1976), em suinos estas células esteroidogénicas apresentam trés fases
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de desenvolvimento. Duas fases transitérias, uma durante a fase inicial (de 30 a 35 dias)
do periodo fetal (Van Straaten & Wensing, 1978) e a outra durante o periodo perinatal
(Dierichs et al., 1973; Van Straaten & Wensing, 1978; Franca et al., 2000). A dltima fase
ocorre a partir do periodo pré-puberal, extendendo-se para a idade adulta (Dierichs et al.,
1973; Van Straaten & Wensing, 1978; Franca et al., 2000). Ainda em suinos, ja é bem
estabelecido que o volume das células de Leydig e o nUmero de receptores de LH e de
androgenos por célula de Leydig alteram-se substancialmente durante as diferentes fases
do desenvolvimento testicular (Dierichs et al., 1973; Van Straaten & Wensing, 1978;
Lunstra et al., 1986; Franca et al., 2000; Tripepi et al., 2000).

Além da producgédo dos esterdides sexuais, varias outras substancias sdo também
produzidas pelas células de Leydig do tipo adulto. Estas substancias participam no
controle autécrino e paracrino das funcbes das células de Leydig e de Sertoli. Por
exemplo, através de peptideos derivados da pro-opiomelanocorticotrofina (POMC), tais
como p-endorfina, hormdnio adrenocorticotrofico (ACTH) e hormdnio melanotréfico
(MSH), as células de Leydig podem influenciar a funcdo das células de Sertoli tanto em
animais imaturos quanto em animais adultos (Bardin et al., 1987). Evidéncias relatadas
na literatura (Orth & Boehm, 1990; Orth, 1993; Sharpe, 1994) sugerem que as células de
Leydig tém influéncia direta na determinacdo do numero definitivo de células de Sertoli
via B-endorfina. Da mesma forma, as células de Sertoli parecem regular de forma
paracrina a determinacdo da populacdo das células de Leydig e a capacidade
esteroidogénica das mesmas, através da secrecdo de fatores de crescimento estimulados
pelo FSH e andrégenos, dentre outros (Tabone et al., 1984; Waites et al., 1985; De Gendt
et al., 2005).

As células peritubulares midides constituem o principal componente da parede dos
tubulos seminiferos e provavelmente participam de maneira bastante ativa da regulacéo
paracrina da funcao testicular. Essas células, juntamente com as células de Sertoli, sao
responsaveis pela formacdo da lamina basal (Dym, 1994; Skinner, 2005). As células
peritubulares mibdides apresentam citoplasma delgado e nucleo central. Ao microscépio
eletrbnico, o citoplasma dessas células possui grande namero de filamentos paralelos ao
seu grande eixo e o0 nucleo é fusiforme, com cromatina em massas eletrondensas
distribuidas por toda sua extensdo (Dym, 1994). As células peritubulares midides
secretam varias substancias componentes da matriz extracelular (laminina, fibronectina,
coladgenos dos tipos | e IV e proteoglicanas) e fatores de crescimento como PmodS, IGF-
I, activina-A e TGF-p que regulam a funcdo paracrina das células de Sertoli (Richardson
et al., 1995; Skinner, 2005). As células peritubulares mibides, como células contrateis,
expressam marcadores de citoesqueleto (a-isoactina, F-actina e miosina) cujos

filamentos sdo arranjados longitudinal e circularmente ao maior eixo do tubulo seminifero.

22



A atividade desses filamentos é responsavel pela contracdo dos tabulos seminiferos que
resulta em movimentacdo de fluidos e propulsdo dos espermatozoéides (Skinner, 2005).
Recentemente, foi demonstrado que os camundongos cujas células peritubulares midides
nao possuem receptores de andrdgenos (PTM-ARKO; Welsh et al., 2009) séo inférteis.
Merece ser salientado que, para que 0 processo espermatogénico transcorra de
maneira normal e eficiente, € necessaria a interacdo das células germinativas com 0s
componentes somaticos do testiculo, principalmente células de Sertoli, células de Leydig
e células mibides (Russell et al., 1994; Griswold, 1995; Schlatt et al., 1997; Franca &
Russell, 1998; Skinner, 2005; Hess & Franca, 2007). A integridade funcional da
membrana basal elaborada pelas células de Sertoli e células peritubulares midides é
também essencial para o processo espermatogénico (Dym, 1994; Skinner, 2005).
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JUSTIFICATIVA



JUSTIFICATIVA

A compreensdo detalhada da regulacdo do desenvolvimento testicular pos-natal é
fundamental para se utilizar abordagens experimentais com o objetivo de se obter aumento
do numero total de espermatozdides por ejaculado. Ao longo das uUltimas décadas, diversos
trabalhos com a finalidade de se investigar o desenvolvimento testicular em suinos tém sido
realizados (Van Straaten & Wensing, 1977, Van Straaten & Wensing, 1978; Lunstra et al.,
1986; Vandalem et al., 1986; Franca et al., 2000; McCoard et al., 2001; McCoard et al.,
2003a, b; At-Taras et al., 2006a; Berger et al., 2008). Em ultima analise, os periodos criticos
relacionados com o crescimento testicular resultam da atividade mitética das células
somaticas e germinativas, que podem ser reguladas tanto por fatores extrinsecos e
intrinsecos (Franca et al.,, 2005). No entanto, apesar de terem sido relativamente bem
estudados em suinos, estes importantes aspectos referentes a morfofisiologia do testiculo
permanecem ainda pouco conclusivos (Franca et al., 2000; Silva Jr., 2000; Cooke et al.,
2005; At-Taras et al., 2006a).

Diferentemente de outras espécies de mamiferos, a maturacao testicular em equinos
se inicia na regido central deste 6rgdo (Bouin & Ancel, 1905; Nishikawa & Horie, 1955;
Johnson, 1991; Clemmons et al., 1995). Estudos recentemente realizados no Laboratério de
Biologia Celular do ICB/UFMG indicaram que em suinos a maturacdo dos tubulos
seminiferos parece ndo ocorrer de forma aleatéria. Desta forma, dando continuidade a estes
estudos, o presente trabalho pretende investigar de forma mais detalhada este intrigante
aspecto do desenvolvimento testicular, utilizando-se para tal finalidade andlises biométricas,
histomorfométricas e inibicdo do eixo hipotatamo-hip6fise-gbnada de suinos Landrace x

Large White, através de drogas especificas (agonista/antagonista de GnRH).
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OBJETIVO GERAL

O presente estudo teve como objetivo principal investigar a histofisiologia de trés
diferentes regides do testiculo (regido proxima a tunica albuginea; regido de transi¢do entre
os tubulos seminiferos e o mediastino testicular/rete testis; e regido intermediaria entre a
tunica albuginea e o mediastino) de suinos Landrace x Large White, durante o
desenvolvimento poés-natal. Foram também avaliados os efeitos da inibicdo do eixo
hipotalamo-hipéfise-gbnada, através do acetato de leuprolide, nos niveis séricos das
gonadotrofinas e dos esterbides sexuais e na estrutura e funcdo testicular de suinos

sexualmente maduros.

1. Objetivos especificos:

1.1. Capitulo 1

Nesta etapa do trabalho, foi realizada a investigacdo morfofuncional detalhada de trés
diferentes regides do parénquima testicular de suinos Landrace x Large White, no periodo
entre 7 e 180 dias de idade, com énfase nos seguintes objetivos:

a) investigar o desenvolvimento ponderal e a morfometria testicular, incluindo-se o diametro
dos corddes e tubulos seminiferos e a proporcao volumétrica (%) dos compartimentos
tubular e intertubular que compdem o parénquima testicular;

b) avaliar o grau de maturacao testicular, através da presenca da célula germinativa mais
avancada, nas diferentes regides do testiculo de suinos pré-puberes;

c) caracterizar morfologicamente e estimar o volume do nucleo das células de Sertoli;

d) investigar os volumes nuclear, citoplasmatico e individual das células de Leydig;

e) obter indices de proliferagdo das células somaticas (Sertoli, Leydig e peritubular miéide).

1.2. Capitulo 2

Nesta segunda etapa do presente estudo foram avaliados os efeitos da inibicdo do
eixo hipotalamo-hipofise-gbnada, através do acetato de leuprolide, nos niveis séricos de
FSH, LH, testosterona e 173-estradiol (durante o desenvolvimento pds-natal) e na estrutura
e funcéo testiculares de suinos Landrace x Large White sexualmente maduros, tratados aos

35 e 70 dias de idade, enfatizando-se o0s seguintes objetivos:

a) investigar o desenvolvimento corporal dos suinos dos trés grupos experimentais
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(controle e tratados aos 35 e 70 dias de idade), durante o periodo experimental;

b) avaliar as concentracbes seéricas de FSH, LH, testosterona e 17[3-estradiol durante
as seis primeiras semanas apos o tratamento e ao final do periodo experimental;

c) avaliar a biometria e morfometria testiculares, incluindo-se o didmetro dos tubulos
seminiferos e a propor¢éo volumétrica (%) dos compartimentos tubular e intertubular
gue compdem o parénquima de trés diferentes regides do testiculo;

d) investigar os volumes nuclear, citoplasmético e individual das células de Leydig.
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CAPITULO 1

PROLIFERACAO POS-NATAL DAS CELULAS SOMATICAS E MATURAGCAO DOS
TUBULOS SEMINIFEROS EM SUINOS: UM EVENTO NAO-ALEATORIO

Resumo

Embora a maturacdo testicular em equinos tenha inicio na regido central do testiculo, este
processo é considerado um evento que ocorre de maneira aleatéria nos testiculos da
maioria dos mamiferos. Estudos desenvolvidos em nosso laboratério sugerem que o
estabelecimento da espermatogénese pode ndo ser um evento aleatério no parénquima
testicular de suinos. Os objetivos do presente estudo foram avaliar o padréo de maturacéo
dos corddes/tubulos seminiferos e as caracteristicas morfoldgicas e funcionais das células
somaticas testiculares durante o desenvolvimento pds-natal em trés diferentes regides do
testiculo de suinos: a) proximo a tunica albuginea (TA); b) na regido de transigdo entre os
tubulos seminiferos e o mediastino testicular (RT); e ¢) na regido intermediaria (ID) entre TA
e RT. Baseado no diametro dos corddes e tibulos seminiferos, no tamanho do nucleo das
células de Sertoli, bem como na secrecao de fluido tubular, principalmente aos 90 e 120 dias
de idade, os resultados encontrados mostraram que o processo de maturagcédo dos tubulos
seminiferos estava mais adiantado nas regides ID e RT. A atividade mitética das células de
Sertoli foi maior (p<0,05) em RT que em ID e TA aos 7 e 120 dias. Exceto para o indice
mitotico das células de Leydig, o qual foi menor em ID (p<0,05) em compara¢cdo com TA e
RT aos 7, 30 e 180 dias, os demais parametros avaliados para esta importante célula
esteroidogénica, tais como volume celular individual e volumes nuclear e citoplasmatico,
foram sempre maiores (p<0,05) em ID, sugerindo que a esteroidogénese é mais ativa nesta
regido ao longo de todo o periodo investigado. Em conjunto, estes resultados sugerem que
as células de Leydig em ID podem desempenhar papel chave durante o desenvolvimento
testicular pés-natal em suinos. Ainda, este tipo celular provavelmente esta envolvido com o
desenvolvimento assincrénico do parénquima testicular e, neste contexto, a regido de

transicdo se comportaria como a zona primaria de crescimento dos tubulos seminiferos.

Palavras-chave: Suinos, desenvolvimento testicular pos-natal, morfometria, células de

Sertoli, células de Leydig, células peritubulares midides.
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Abstract

Although seminiferous tubule maturation in horses begins in the central area of the testis,
this process is thought to occur randomly throughout the testis in most mammals. Studies in
our laboratory suggest that the establishment of spermatogenesis may not be a synchronous
event in the testicular parenchyma of pigs. The objectives of the present study were to
evaluate the pattern of seminiferous cord/tubule maturation and the morphological and
functional characteristics of testicular somatic cells during postnatal development in three
different pig testis regions: a) near the tunica albuginea (TA); b) in the transitional area
between the seminiferous tubules and mediastinum (TR); and c) in the intermediate area (ID)
between the TA and TR. Based on the diameter of seminiferous cords/tubules, nucleus size
of Sertoli cells and fluid secretion, mainly at 90 and 120 days of age, the results reveal that
seminiferous tubule maturation was more advanced in the ID and TR. The mitotic activity of
Sertoli cells was higher (p<0.05) in the TR than the ID and TA at 7 and 120 d. Except for the
mitotic index of the Leydig cells, which was lower (p<0.05) in the ID at 7, 30 and 180 d than
in the TA and TR, other Leydig cell indices, such as individual cell size, nuclear volume and
cytoplasmic volume, were always higher (p<0.05) in the ID, suggesting that steroidogenesis
is more active in this region throughout the entire period investigated. Overall, these results
suggest that Leydig cells in the ID may play a pivotal role in postnatal testis development in
pigs and this type of cell is likely related to asynchronous testicular parenchyma
development, with the transitional area providing the primary zone for the growth of the

seminiferous tubules.

Key words: Pigs, postnatal testis development, morphometry, Sertoli cells, Leydig cells,

peritubular myoid cells.
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1. Introducéo

A célula de Sertoli é a primeira célula somatica a se diferenciar na gbnada durante o
periodo embrionario e desempenha papel crucial na diferenciacdo e desenvolvimento do
testiculo (Karl & Capel, 1998; Cool & Capel, 2009). Entretanto, durante este periodo, as
interacBes entre as células de Sertoli e demais células somaticas presentes nos testiculos,
tais como células peritubulares midides e células de Leydig, sdo essenciais para manter a
integridade dos corddes e tubulos seminiferos e do microambiente testicular, além de
direcionar o desenvolvimento do sistema reprodutor masculino (Franca et al., 2000; DiNapoli
& Capel, 2008; Alvarenga & Francga, 2009; Welsh et al., 2009).

Em mamiferos, a proliferacdo das células de Sertoli geralmente se inicia logo apds a
diferenciacdo gonadal e termina antes da puberdade (Orth et al., 1988; Sharpe et al., 2003;
Plant et al., 2005). Especificamente em suinos, duas fases distintas de proliferacdo pos-
natal das células de Sertoli foram observadas; a primeira durante o periodo neonatal e a
segunda préximo ao inicio da puberdade, que em suinos normalmente ocorre por volta de 4
meses de idade (Franca et al., 2000).

Diferente das células de Sertoli, na maioria das espécies de mamiferos ja
investigadas parecem existir duas populacées distintas de células de Leydig: as fetais, que
surgem logo apés a diferenciacao testicular, e as células de Leydig do tipo adulta, que sdo
observadas a partir do periodo pré-pubere (Griswold & Behringer, 2009; O"Shaughnessy et
al., 2009). Em suinos, e provavelmente em humanos e outras espécies de primatas, trés
fases de desenvolvimento das células de Leydig foram descritas (Dierichs et al., 1973; Van
Straaten & Wensing, 1978; Griswold & Behringer, 2009): duas fases transitérias, a primeira
no inicio do periodo fetal e outra durante o periodo perinatal; e a fase final, que se inicia por
volta de 3 meses de idade, persistindo durante a puberdade e maturidade do individuo
(Dierichs et al., 1973; Van Straaten & Wensing, 1978; Franca et al., 2000). Além disso,
observa-se que o volume individual da célula de Leydig em suinos sofre mudancas
significativas durante o desenvolvimento testicular (Van Straaten & Wensing, 1978; Lunstra
et al., 1986; Franca et al., 2000) e estas mudancas estao provavelmente relacionadas a alta
densidade de receptores de LH (Peyrat et al., 1981; Lunstra et al., 1986) e andrégenos
(Tripepi et al., 2000).

Na maioria das espécies de mamiferos, o estabelecimento da espermatogénese é
considerado um evento que ocorre de maneira aleatéria no testiculo (Courot et al., 1970).
Entretanto, diferencas macroscépicas na coloragdo do parénquima testicular tém sido
descritas em equinos pré-puberes, nos quais foi observada uma regido clara no centro do
testiculo e outra escura na periferia deste 6rgdo (Bouin & Ancel, 1905; Nishikawa & Horie,

1955; Johnson, 1991; Clemmons et al.,, 1995). A presenca deste padrdo foi associada a
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relacdo temporal entre a reducdo da propor¢do de macréfagos ou demais células
intersticiais e o desenvolvimento dos tubulos seminiferos (Clemmons et al., 1995).
Recentemente, em um estudo desenvolvido em suinos utilizando marcacfes especificas
(AMH e p27PY), Ford e Wise (2009) demonstraram a existéncia de um gradiente de
maturacao de células de Sertoli, a partir do mediastino testicular (regido central) em direcédo
a tunica albuginea.

O ndmero de células de Sertoli nos testiculos determina o numero final de
espermatozoéides produzidos e, de maneira geral, a eficiéncia reprodutiva nos machos
(Franca et al., 2000; Cooke et al., 2005; Leal & Franca, 2009). Particularmente em suinos,
nos quais o uso de inseminacgdo artificial corresponde a uma importante ferramenta para se
melhorar a eficiéncia reprodutiva, compreender a regulacdo do desenvolvimento testicular
pés-natal € crucial para se obter aumento do numero total de espermatozdides por
ejaculado. Entretanto, estudos relacionados a regulacdo da atividade mitética das células de
Sertoli em suinos sdo ainda inconclusivos (Francga et al., 2000; Klobucar et al., 2003; Lunstra
et al., 2003), apesar dos importantes avancos recentemente obtidos quanto ao possivel
papel desempenhado pelos estrégenos na proliferacdo e maturacdo das células de Sertoli
(At-Taras et al., 2006; Ramesh et al., 2007; At-Taras et al., 2008; Berger et al., 2008). Além
disso, estudos em desenvolvimento em nosso laboratério sugerem que o estabelecimento
da espermatogénese pode ndo ser um evento sincronizado no parénquima testicular em
suinos.

Os objetivos do presente estudo foram os de se realizar uma cuidadosa investigacao
morfofuncional dos elementos somaticos do testiculo, bem como da maturacdo dos
corddes/tubulos seminiferos, durante o desenvolvimento pds-natal em suinos. Para tal
finalidade, fragmentos obtidos em trés diferentes regiées do parénquima testicular (situados

entre o mediastino e a tanica albuginea) foram avaliados.

2. Material e Métodos
2.1. Animais

Vinte suinos Landrace x Large White pré-puberes (7, 30, 60, 90 e 120 dias de idade)
e quatro pos-puberes (180 dias de idade), provenientes da Fazenda Experimental “Prof.
Hélio Barbosa” da Escola de Veterinaria da Universidade Federal de Minas Gerais, foram
utilizados. Estes animais foram orquiectomizados e os testiculos, apds serem separados do
epididimo, foram pesados e, com o auxiio de uma lamina afiada, seccionados
longitudinalmente. Os fragmentos de testiculo foram obtidos de trés diferentes regifes do

parénquima testicular: proximo a tunica albuginea (TA); na transi¢cao dos tabulos seminiferos
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e 0 mediastino (rete testis) (RT); e na regido intermediaria (ID) entre TA e RT (Figura 1).
Estas amostras foram fixadas por imersdo em glutaraldeido tamponado 5%, incluidas em
plastico (glicol metacrilato) e rotineiramente preparadas para andlises histologicas e
morfométricas. Antes da cirurgia, todos os suinos foram sedados pela via intramuscular com
1 mg/Kg de azaperone (Destress, Des-Far Laboratorios LTDA, S&o Paulo, SP, Brasil) e
anestesiados pela via endovenosa com 3 mg/Kg com a associacao zolazepam e tiletamina
(Zoletil 50; Virbac do Brasil, Ind. E Com. LTDA, Sao Paulo, Brazil). Todos os procedimentos
cirdrgicos foram realizados por um veterinario e seguiram as recomendacdes do Comité de
Etica em Experimentagdo Animal da Universidade Federal de Minas Gerais —
CETEA/UFMG.

2.2. Morfometria testicular
2.2.1. Proporcéo volumétrica e didmetro de corddes e tubulos seminiferos

As propor¢gBes volumétricas dos componentes testiculares presentes nas trés
diferentes regides do parénquima testicular investigadas foram determinadas através de
microscopia de luz, em aumento de 400x, utilizando-se reticulo com 441 interseccdes
ajustada a ocular do microscépio Olympus BX40. Para tal finalidade, 15 campos distribuidos
em trés fragmentos representativos de cada uma das regides foram escolhidos, perfazendo-
se um total de 6615 pontos por regido investigada. O diametro tubular/cordonal médio por
animal foi obtido a partir da mensuracdo ao acaso de 30 seccbes transversais de
tubulos/corddes seminiferos que apresentavam contorno o mais circular possivel, em cada
uma das regides investigadas. Estas medidas foram realizadas utilizando-se régua

micrométrica adaptada a uma das oculares de 10x, em aumento final de 400x.
2.2.2 Estabelecimento da espermatogénese

Para se investigar o desenvolvimento pos-natal das células germinativas, 30 sec¢cbes
transversais de corddes/tubulos seminiferos foram avaliadas por regido do testiculo em cada
suino, nas diferentes idades pré-puberes estudadas. A presenca dos seguintes tipos de
células germinativas foi avaliada: gondcitos, espermatogonia (incluindo-se as do tipo A,
intermediaria e tipo B), espermatécito primario inicial (pré-leptéteno, leptéteno e zigéteno),
intermediario e espermatécito primario final (paquiteno e dipléteno), espermatides

arredondada e alongada. Esta avaliacéo foi realizada em aumento de 1000x.

2.2.3 Célula de Leydig
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O volume individual das células de Leydig foi obtido a partir do volume do nucleo e
da proporcdo entre nucleo e citoplasma destas células. O volume do nucleo foi obtido
utilizando-se a média do didmetro nuclear, tendo sido avaliados 30 diametros nucleares em
cada uma das regides investigadas, por animal. O volume nuclear individual obtido foi
expresso em (um®), utilizando-se a férmula 4/37R? onde R = didmetro nuclear/2. Para
calcular a proporcéo entre nucleo e citoplasma, foi utilizado reticulo com 441 interseccfes
(pontos), em aumento de 1000x. Aproximadamente mil pontos sobre células de Leydig
foram contados em cada uma das trés diferentes areas do parénquima testicular, em cada

um dos animais utilizados.
2.2.4 Volume nuclear da célula de Sertoli

O volume nuclear da célula de Sertoli também foi expresso em pm? e obtido através
da mesma férmula utilizada para se obter o volume da célula de Leydig. Entretanto, uma vez
gque o nlcleo da célula de Sertoli de suinos nas diferentes idades investigadas se apresenta
sob a forma ovoide ou alongada (Franca et al., 2000), o didmetro nuclear médio foi obtido a

partir da mensuracéo dos eixos nucleares maior e menor.
2.2.5 indice de proliferagdo das células somaéticas testiculares

O indice de proliferac@o das células de Sertoli, peritubular midide e de Leydig foram
determinados como nimero de células em mitose por pelo menos 1000 células analisadas,
para cada tipo de célula somatica considerada, em cada uma das regibes do parénquima
testicular, por animal. Estas células foram cuidadosamente identificadas de acordo com sua

localizacdo e aspecto morfolégico, como por exemplo, a forma do ntcleo.
2.3 Andlise estatistica

Todos os resultados obtidos foram expressos como média + erro padrdo da média
(e.p.m.) e foram submetidos a andlise de variancia (ANOVA) e as médias foram comparadas
utilizando-se o teste Student Newman-Keuls. A andlise de correlacdo de Pearson foi
realizada entre os indices de proliferacdo de células sométicas e propor¢gdo dos diversos
componentes do parénquima testicular. Para todos estes testes estatisticos utilizou-se o
software STATISTICA 3.11 (StatSoft, Inc., Tulsa, Oklahoma, USA, 1995), e o nivel de

significancia considerado foi p<0,05.
3. Resultados

3.1 Biometria
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Conforme esperado, o peso corporal aumentou cerca de 25 vezes entre a primeira
semana pos-natal e 180 dias de idade (figura 2A). Seguindo esta mesma tendéncia,
marcante aumento no peso testicular também foi observado. Assim, aos 7 dias de idade a
média do peso do testiculo era de 0,5 + 0,1 gramas, chegando a 224 + 24 gramas aos 180
dias (figura 2B). Em dois periodos distintos ao longo do desenvolvimento pés-natal, dos 7
aos 30 dias e dos 120 aos 180 dias de idade foi observado um acentuado aumento no
indice gonadossomético (IGS), que corresponde a massa testicular dividida pelo peso

corporal (figura 2C).

3.2 Diametro dos corddes e tubulos seminiferos e proporcdo volumétrica dos
componentes do parénquima testicular

Em todas as idades investigadas, o diametro dos corddes e tubulos seminiferos foi
semelhante (p>0,05) nas trés diferentes regides testiculares avaliadas (figura 3). Porém, em
comparagdo com TA, os corddes e tubulos seminiferos presentes em ID e RT mostraram
tendéncia de maiores diametros, principalmente aos 90 e 120 dias de idade. Considerando-
se somente as diferentes idades, dos 7 aos 60 dias os diametros dos corddes e tubulos
foram semelhantes (p>0,05). Porém, aos 90 dias de idade, aumentos de aproximadamente
65% (p<0,05), 80% (p<0,05) e 40% (p>0,05) nos valores encontrados para este parametro
foram observados, respectivamente em RT, ID e TA. Aos 180 dias, verificou-se crescimento
significativo (p<0,05) no diametro tubular nas trés diferentes regides investigadas.

As figuras 4 e 5 mostram os percentuais dos componentes do parénguima testicular
investigados dos 7 aos 180 dias de idade, nas trés diferentes regides avaliadas. O
percentual de compartimento tubular variou de aproximadamente 25 a 40% aos 7 dias de
idade e foi menor (p<0,05) em ID (figura 4A). Tendéncia semelhante foi observada para o
epitélio seminifero e ttnica propria (figura 4B-C). Para todas as trés regides investigadas, 0s
componentes do compartimento tubular atingiram seus menores valores aos 30 dias de
idade, particularmente em RT (p<0,05). Dos 30 aos 180 dias de idade, a proporcdo do
compartimento tubular aumentou gradualmente, chegando a constituir aproximadamente
80% do paréngquima testicular. Embora os menores valores percentuais tenham sido
observados geralmente em RT, diferencas significativas ndo foram encontradas entre as
regibes avaliadas, e a mesma tendéncia foi observada para o percentual de epitélio
seminifero. Ao contrario dos outros elementos do compartimento tubular, o percentual de
tunica propria diminuiu dos 60 aos 180 dias de idade, e somente nesta Ultima idade os
valores encontrados para ID foram significativamente maiores (figura 4C).

O lume tubular foi observado pela primeira vez aos 90 dias de idade e mostrou

variagdo muito alta (p>0,05) entre as trés regides avaliadas bem como em uma mesma
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regido (figura 4D). Entre 90 e 120 dias de idade a formacao do lume tubular em TA foi muito
baixa, quando comparado com as demais regifes. Porém, aos 180 dias o percentual de
lume foi aproximadamente 10% em todas as regides investigadas.

Conforme esperado, entre 7 e 180 dias de idade o percentual ocupado pelo
compartimento intertubular mostrou tendéncia oposta aquela observada para o
compartimento tubular (figura 5A). Em comparagdo com ID e RT, o percentual deste
compartimento foi menor em TA aos 7 dias de idade. Resultado semelhante foi também
encontrado para células de Leydig, que € o principal componente do compartimento
intertubular (figura 5B). De maneira geral, o percentual desta importante célula somatica
esteroidogénica foi o mais alto em todas as idades investigadas, diminuindo
aproximadamente 80% durante o desenvolvimento testicular pos-natal. Em comparagéo
com as demais regifes, aos 180 dias de idade a proporcado de células de Leydig ficou em
torno de 10-15% maior em ID (p>0,05). Seguindo a mesma tendéncia da maioria dos
elementos presentes no intersticio, o percentual de vasos sanguineos diminuiu entre 7 e 180
dias de idade (figura 5C). Entretanto, seu percentual foi maior em ID (p<0,05) durante o
desenvolvimento pos-natal inicial (entre 7 e 30 dias de idade), e diferencas significativas
entre as regides ndo foram observadas para este parametro nas idades subsequentes. Em
relacdo a outro importante componente do compartimento intertubular, o tecido conjuntivo,
sua proporcao foi significativamente menor (p<0,05) em ID, em todas as idades investigadas
(figura 5D).

3.3 Estabelecimento da espermatogénese

Na figura 6 pode se observar o aspecto do parénquima testicular de suinos em
diferentes idades durante o desenvolvimento poés-natal. No periodo inicial do
desenvolvimento (7 dias) somente gondcitos (figura 6A) foram observados nos corddes
seminiferos avaliados nas trés regides do parénquima testicular investigadas. O percentual
de secgdes transversais de corddes seminiferos contendo este tipo de célula germinativa
diminuiu de 60 para 30% do primeiro para o segundo més apdés o nascimento, nas
diferentes regides testiculares estudadas. Assim, aos 30 e aos 60 dias de idade a célula
germinativa mais avancada presente nos demais corddes seminiferos nas diferentes regioes
do testiculo foi a espermatogénia do tipo A (figura 6B e C). Ja aos 90 dias de idade, o
espermatocito primério em paquiteno era o tipo celular predominante em aproximadamente
70% dos cordBes e tubulos seminiferos avaliados. Nesta mesma idade, espermétides
alongadas foram encontradas somente em ID e RT, enquanto poucos tubulos em TA
continham espermatides arredondadas (figura 6D). Esta tendéncia tornou-se ainda mais

evidente aos 120 dias, quando aproximadamente 50% dos tubulos avaliados em ID e RT ja
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apresentavam espermétides arredondadas e apenas 5% dos tabulos em TA continham este
tipo celular (figura 6E). Deve ser mencionado que grande variacado individual com relagéo a
progressado da espermatogénese foi observada, particularmente, aos 120 dias de idade.
Para ilustrar este aspecto nesta idade, embora a espermatogénese se mostrasse
virtualmente completa em dois dos quatro suinos investigados, as células germinativas
ainda se encontravam na fase meiética em outros dois animais. Além disso, em comparagéo
com ID e RT, o desenvolvimento das células germinativas estava sempre mais atrasado em
TA. Contudo, aos 180 dias de idade ndo foram observadas diferencas entre regides, de
maneira que a espermatogénese completa ja havia se estabelecido em todo parénquima

testicular (figura 6F).

3.4 Células de Sertoli

Independentemente da regido do parénquima testicular, o nucleo da célula de Sertoli
mudou sua morfologia de imaturo para maduro/diferenciado entre os periodos pré e pds-
pubere. Os nucleos das células de Sertoli imaturas apresentavam dois padrdes morfolégicos
distintos: arredondado ou ovdide e alongado ou colunar (figura 7A-E) com heterocromatina
formando grumos mais grosseiros, 0s quais foram observados em todas as idades pré-
puberes investigadas (7 — 120 dias de idade). Ja os nucleos das células de Sertoli maduras
ou diferenciadas (figura 7F) eram alongados ou ovdides e somente na idade pos-pubere
(180 dias) apresentavam nucléolo proeminente. Como pode ser observado na figura 8, o
volume nuclear da célula de Sertoli ndo mudou de maneira significativa entre 7 e 90 dias de
idade, entretanto, aumento marcante (p<0,05) foi observado para este parametro dos 120
aos 180 dias de idade nas trés regides investigadas. Em comparacdo com ID e RT, o
volume nuclear da célula de Sertoli em TA foi menor (p<0,05), particularmente aos 30 e aos
90 dias de idade.

Uma vez que a secrecédo de fluido, a formacéo do lume e o tamanho do nucleo da
célula de Sertoli sédo bons marcadores de maturacdo desta importante célula somatica do
testiculo (Russell et al. 1989), correlacéo significativa (p<0,05) e positiva foi encontrada
entre o volume nuclear desta célula e o percentual de lume, em duas regifes do testiculo
(ID,r=0,83; RT, r=0,47).

3.5 Célula de Leydig

Diferencas marcantes foram encontradas para o tamanho da célula de Leydig
durante o desenvolvimento do testiculo e ainda nas trés diferentes regides do parénquima
testicular avaliadas (figuras 9 e 10). Assim, foi observado que em todas as idades

investigadas as células de Leydig em ID apresentavam-se sempre maiores (p<0,05), em
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comparagdo com aquelas presentes em RT e TA (figura 9C). O mesmo padréo foi
observado para os volumes nuclear e citoplasmatico da célula de Leydig (figura 10A-B).
Além disso, nas diferentes regides investigadas, todos os parametros morfométricos
avaliados para a célula de Leydig foram maiores (p<0,05) aos 7 dias, reduzindo-se
gradativamente até por volta de 90 dias de idade, quando entdo estes valores se

mantiveram estaveis até os 180 dias (figura 10).

3.6 Proliferacdo das células somaticas testiculares

Considerando que as células de Sertoli ndo mais se dividem apds a puberdade, em
todas as trés diferentes regides do parénquima testicular estudadas o indice de proliferacéo
desta célula de suporte foi estimado no periodo de 7 a 120 dias, (figura 11A). Entre as
diferentes idades avaliadas, o indice de proliferacdo desta importante célula somética foi
maior aos 7 dias (~5%, p<0,05), tornando-se relativamente estavel (1- 2%) nas idades
subsequentes tanto em RT quanto em TA. Por outro lado, em ID o indice mitético da célula
de Sertoli aumentou significativamente de ~1 para ~6% (p<0,05) aos 60 dias de idade,
diminuindo para ~1% nas idades subsequentes. Comparando-se as trés regides avaliadas,
aos 7 dias de idade o indice de proliferacdo das células de Sertoli foi maior (p<0,05) em RT
e TA. Embora em uma amplitude menor, aos 120 dias os valores obtidos para este
parametro foi maior (p<0,05) em ID e RT (figura 11A).

Com relagé@o as células peritubulares mibides, nenhuma diferenca significativa foi
observada para o indice mitdtico entre as diferentes regifes testiculares avaliadas (figura
11B). As maiores taxas de proliferacdo para esta célula somatica foram observadas nas
idades mais iniciais (7-30 dias), enquanto as menores taxas de proliferacdo foram
observadas principalmente aos 90-120 dias (figura 11B).

Os indices de proliferacédo das células de Leydig estdo apresentados na figura 11C.
Exceto para ID, na qual o maior indice mitético (p<0,05) foi observado aos 7 dias de idade,
nenhuma diferenca significativa foi encontrada para as outras duas regides, ao longo do
periodo investigado no presente estudo. Considerando as trés diferentes regides, mais
células de Leydig estavam dividindo em RT aos 7 dias (p<0,05) e em RT e TA aos 30 dias
de idade enquanto figuras mitéticas predominavam em TA nos animais pOs-puberes
(p<0,05). Interessantemente, em todas as idades investigadas, as menores taxas de
proliferacdo de células de Leydig foram observadas em ID, enquanto, de maneira geral,
tendéncia oposta foi observada para as células de Leydig presentes em RT.

Foi observada correlacdo positiva e significativa, em duas regies do testiculo, para o
indice de proliferacdo das células de Leydig e percentual de vasos sanguineos (RT, r = 0,48;

ID, r = 0,55) e entre 0 percentual de mitoses das células peritubulares midides e vasos
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sanguineos (RT, r = 0,59; ID, r = 0,67). A atividade mitética das células de Leydig em ID
mostrou correlagdo significativa (p<0,05) com os indices de proliferacédo de células de Sertoli
em RT (r = 0,60) e TA (r = 0,70).

4. Discusséao

Este é o primeiro estudo a descrever as diferencas regido-especificas no parénquima
testicular em suinos, durante o desenvolvimento pos-natal, e a associar este evento com o
padrdo de proliferacdo das células somaticas, bem como, com a funcdo e maturacdao dos
tubulos seminiferos. O conhecimento obtido no presente trabalho pode, por exemplo, ser
utilizado em estudos envolvendo a metodologia de xenoenxerto, que € atualmente uma
importante ferramenta para se investigar a funcao testicular em suinos.

Baseado em varios parametros investigados, concluimos que a maturacdo dos
tdbulos seminiferos se inicia em ID e RT e parece estar associada com 0 aumento no
tamanho e funcdo da célula de Leydig em ID. Além disso, as células de Sertoli
apresentaram indice mitético mais alto aos 7 e 120 dias de idade em RT, coincidindo com os
periodos de maior proliferacdo desta célula somatica, conforme previamente descrito para
suinos (Franca et al., 2000). Desse modo, os dados no presente estudo sugerem que 0
crescimento primario dos tdbulos seminiferos em comprimento ocorre a partir de RT.

Independentemente da regido, de maneira geral o padrdo de desenvolvimento
testicular pos-natal em suinos quanto aos diversos importantes parametros investigados tais
como peso testicular, didmetro tubular, percentual dos diferentes componentes do
parénquima testicular, secrecdo de fluido tubular, volume individual de célula de Leydig e o
estabelecimento da puberdade, bem como a primeira liberacdo de espermatozéides do
epitélio seminifero, seguem a mesma tendéncia previamente descrita na literatura para
varias racas de suinos (Van Straaten & Wensing, 1977; Flor-Cruz & Lapwood, 1978; Franca
et al., 2000).

O crescimento em comprimento dos corddes/tubulos seminiferos, o qual tem inicio
com a proliferacdo das células de Sertoli (Franca et al., 2000), eventualmente fornece
ambiente adequado para o0 estabelecimento dos nichos das células-tronco
espermatogoniais, 0 que provavelmente favorece a auto-renovacao espermatogonial (Hess
et al., 2006). Entretanto, para manter a continua producdo de espermatozoides ao longo de
toda a vida adulta (maturidade), os tubulos seminiferos devem estabelecer a “onda do
epitélio seminifero” (Perey et al., 1961). Para isso, algumas células de Sertoli provavelmente
devem parar de dividir e diferenciar mais cedo que outras. Estas células que se
diferenciaram mais cedo suportam as fases iniciais da espermatogénese, as quais incluem a

diferenciacdo das espermatogdnias mais jovens e a subsequente maturacdo das células

53



germinativas através da meiose, na primeira onda do ciclo espermatogénico. Por outro lado,
as células de Sertoli remanescentes continuam sua proliferacdo durante a primeira onda
com a finalidade de permitir o crescimento testicular, além de criar novas regides de nichos,
para as quais as células-tronco espermatogoniais que se auto-renovaram irdo migrar, e
iniciar uma sequéncia de estadios do ciclo espermatogénico nesta onda em formagéo. No
presente estudo houve uma evidente tendéncia de que maior proliferagdo de células de
Sertoli tenha ocorrido em RT apds o nascimento e antes da puberdade, enquanto tubulos
seminiferos contendo espermatides, bem como a primeira formacdo de espermatozdides,
foram observados particularmente em ID aos trés e quatro meses de idade,
respectivamente. Assim, baseando-se nestes resultados, podemaos concluir que a primeira
onda da espermatogénese em suinos acontece em ID e se estende predominantemente
para RT, onde novas células de Sertoli formam mais nichos. De maneira geral, a baixa taxa
de proliferagdo das células de Sertoli em ID corrobora a hipétese de que as células de
Sertoli presentes nesta regido param de se dividir mais precocemente, em funcdo da
necessidade destas células suportarem a diferenciagdo do epitélio seminifero durante a
primeira onda da espermatogénese. Também suportando esta hipétese, a aparéncia mais
“madura” das células de Leydig em ID poderia estar associada ao possivel aumento da
concentragdo de testosterona nesta regido. Isto seria consistente com o resultado do
presente estudo, o qual mostra que ID € a primeira regido onde ocorre proliferacdo das
células germinativas ao longo do processo espermatogénico, onde a fase meibtica ou
espermatocitaria € a mais dependente de andrégenos (Sharpe, 1994; De Gent et al., 2004;
Wang et al., 2009).

A saida da célula de Sertoli da fase proliferativa coincide com aumento do volume
nuclear desta célula, o inicio da secrecéo de fluido tubular, formacgéo de lume, surgimento e
intensa proliferacdo de espermatocitos primarios, formacdo e desenvolvimento da barreira
de célula de Sertoli e do citoesqueleto desta célula. Conforme ja mencionado, estes
parametros sdo considerados bons marcadores da diferenciacdo/maturacéo da célula de
Sertoli (Russell et al., 1989; Gondos & Berndston, 1993; Franca et al., 2000; Leal & Franga,
2008). Assim, a correlacdo significativa observada entre o volume nuclear da célula de
Sertoli e o percentual ocupado pelo lume tubular em RT, e particularmente em ID, € uma
evidéncia do estado funcional mais maduro/diferenciado da célula de Sertoli nestas duas
regibes do testiculo em suinos. Corroborando este achado, o didmetro dos corddes/tabulos
seminiferos foi significativamente maior aos 90 dias de idade em ID e RT, quando
comparado com os valores observados para este parametro aos 60 dias de idade. Ao que
parece, este padrdo de estabelecimento do lume tubular € necesséario para permitir que o

fluido dos tabulos seminiferos siga em direcdo ao mediastino (Ford & Wise, 2009).
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Particularmente aos 90 dias de idade, as células de Sertoli em TA apresentavam-se
funcionalmente mais imaturas em comparagdo com as outras duas regides, e a progressao
das células germinativas ao longo da espermatogénese estava também atrasada em TA.
Embora uma cuidadosa e detalhada avaliagdo morfométrica do parénquima testicular tenha
sido conduzida no presente estudo, ndés ndo temos uma justificativa que explique o atraso
observado na maturacao/diferenciagdo das células de Sertoli em TA. Uma vez que a
atividade mitética da célula de Leydig em ID apresentou correlagéo significativa com o indice
de proliferacdo da célula de Sertoli em TA e RT, esta célula esteroidogénica poderia estar
desempenhando importante papel na funcdo da célula de Sertoli, bem como no
desenvolvimento do testiculo como um todo.

A semelhanca dos resultados ja descritos na literatura (Van Straaten & Wensing,
1978; Peyrat et al., 1981; Lunstra et al., 1986; Franca et al., 2000), o percentual de células
de Leydig no parénquima testicular foi muito alto no presente estudo, particularmente aos 7-
30 dias apds o nascimento, e o volume individual desta célula alterou-se substancialmente
durante o desenvolvimento pos-natal do testiculo. Porém, dramatica diferenga regional com
relacdo aos varios parametros avaliados para as células de Leydig foram encontrados.
Assim, exceto para o indice mitotico, o qual foi baixo em ID, os volumes do ndcleo e do
citoplasma da célula de Leydig, bem como o volume individual desta célula, foram
significativamente maiores nesta regido ao longo de todo o periodo investigado, o que
refletiu, sobremaneira, no alto percentual observado para estas células em ID. Uma vez que
nenhuma correlagdo evidente foi encontrada entre o tamanho das células de Leydig e outros
parametros investigados, estes resultados tornaram-se dificeis de serem interpretados. Além
disso, esta mesma tendéncia foi observada em todas as idades investigadas, o que impediu
correlacionar estes achados com a puberdade e o estabelecimento da espermatogénese.
Entretanto, a semelhanca das células peritubulares midides, o indice de proliferacdo das
células de Leydig em ID apresentou-se significativamente correlacionado com o percentual
de vasos sanguineos. Ao contrério do observado para 0s vasos sanguineos, o percentual de
tecido conjuntivo foi sempre menor em ID. Pelo fato das células de Leydig serem
aparentemente mais funcionais em ID, esta correlagdo com 0s vasos sanguineos e o baixo
percentual de tecido conjuntivo seria, de certa forma, esperada. Finalmente, deve ser
mencionado que, independentemente das diferentes regides, as células de Leydig estdo
funcionalmente relacionadas com as células de Sertoli e peritubulares midides (Franca et al.,
2000; DiNapoli & Capel, 2008; Alvarenga & Francga, 2009; Welsh et al., 2009). Neste
contexto, a partir dos resultados encontrados no presente estudo, podemos inferir que, em
suinos, estas interagfes apresentam um gradiente distinto do centro para a periferia do
paréngquima testicular (Ford & Wise, 2009). No entanto, os mecanismos que coordenam

todos estes eventos deveriam ser melhor investigados, considerando-se inclusive a

55



importancia dos vasos sanguineos durante o desenvolvimento testicular (Combes et al.,
2009). Uma vez que a literatura claramente demonstra que o desenvolvimento pés-natal do
testiculo de equinos apresenta um padrdo distinto (Clemmons et al., 1995), e que este
padrdo é agora corroborado pelos presentes achados em suinos, esta peculiaridade pode
também ser investigada em outras espécies de mamiferos. Este gradiente de
desenvolvimento e crescimento testicular, que pode ser estabelecido j& durante a
diferenciacdo gonadal no periodo fetal (Bowles et al.,, 2006; Koubova et al., 2006), é
claramente observado em algumas espécies de vertebrados ditos inferiores, mesmo durante
a vida adulta (Schulz et al., 2009).

Algumas breves consideragbes a respeito da escolha das diferentes regides
testiculares investigadas no presente estudo devem ser aqui feitas. Além de varios outros
parametros, 0s resultados em particular obtidos para as células de Leydig, os quais foram
notadamente significativos em ID em todas as idades investigadas, claramente demonstram
gque pelo menos esta regido apresenta caracteristicas distintas em suinos. Ao se agrupar TA
e ID ou mesmo ID e RT, observa-se que os resultados encontrados foram estatisticamente
significativos para aproximadamente 25% e 30% dos parametros investigados,
respectivamente. A partir deste exercicio, podemos assumir que o0 nosso desenho
experimental foi apropriado. Entretanto, este raciocinio ndo exclui a possibilidade de
existéncia outras regides funcionalmente distintas no parénquima testicular de suinos
durante o desenvolvimento pés-natal.

Em resumo, os resultados da presente investigagdo mostraram a existéncia de um
gradiente regido-especifico para a maturacdo dos tdbulos seminiferos e para o
desenvolvimento das células somaticas em suinos, particularmente para as células de
Leydig, as quais parecem desempenhar importante papel no desenvolvimento pés-natal do
testiculo. Estes achados séo funcionalmente importantes e oferecem uma nova perspectiva
a respeito da investigacdo do desenvolvimento testicular nesta espécie doméstica. Por
exemplo, o conhecimento obtido no presente estudo pode ser utilizado em estudos
envolvendo o xenoenxerto de fragmentos de testiculo como ferramenta para se investigar a
funcgéo testicular em suinos (Rodriguez-Sosa & Dobrinski, 2009). Particularmente pelo fato
de que a area da qual os fragmentos de testiculo para o enxerto sdo obtidos pode, em tese,
influenciar o desenvolvimento destes fragmentos. As observacdes aqui apresentadas podem
também auxiliar na interpretacdo dos resultados inesperados encontrados envolvendo a
proliferacdo/diferenciacdo da célula de Sertoli, em condi¢cdes experimentais de hiper e
hipotireoidismo transitério em suinos (Tarn et al., 1998; Klobucar et al., 2003; Cooke et al.,
2005). Entretanto, muitas questdes permanecem ainda em aberto, tais como, por que as
células de Leydig aparentam ser mais funcionais em ID? Poderia este resultado refletir

algumas diferencas na condicdo funcional desta importante célula esteroidogénica e/ou
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existem diferentes populac6es de células de Leydig em regifes particulares do testiculo que
poderiam ser reguladas por distintos fatores extrinsecos ou intrinsecos/locais? Estas e
outras relevantes questdes relacionadas ao desenvolvimento e a fungao testiculares s&o
particularmente importantes para suinos, nos quais o numero total de espermatozoéides por

ejaculado € crucial para o0 aumento da eficiéncia reprodutiva na cadeia produtiva de suinos.
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Mediastino testicular

Figura 1 — Representacdo das regides do parénquima testicular
das quais foram coletadas as amostras utilizadas no presente
estudo. TA, tunica albuginea; ID, regido intermediaria; RT, regido
de transicdo dos tibulos seminiferos com o mediastino/rete testis.
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Figura 2 — Dados biométricos durante o desenvolvimento pés-

natal (média + e.p.m.). A, peso corporal; B, peso testicular; C,
indice gonadossomatico (IGS).
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Diametro dos corddes/tubulos seminiferos
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Figura 3 - Didmetro dos corddes e tubulos seminiferos em trés diferentes
regibes do parénquima testicular de suinos, durante o desenvolvimento
pés-natal (média * e.p.m.). Letras mailsculas diferentes denotam
diferencas entre idades para uma mesma regido (p<0,05).
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Figura 4 - Proporcdo volumétrica dos componentes do compartimento tubular em trés
diferentes regides do parénquima testicular de suinos, durante o desenvolvimento pés-natal
(média £ e.p.m.). Letras minusculas e mailsculas diferentes denotam diferencas entre regides
em uma mesma idade e entre idades para uma mesma regido, respectivamente (p<0,05).
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Figura 5 — Proporgdo volumétrica dos componentes do compartimento intertubular em trés
diferentes regides do parénquima testicular de suinos, durante o desenvolvimento pés-natal
(média £ e.p.m.). Letras minusculas e mailsculas diferentes denotam diferencas entre regides
em uma mesma idade e entre idades para uma mesma regido, respectivamente (p<0,05).
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120, dias

Wie

Figura 6 — Morfologia do parénquima testicular de suinos pré-puberes (A — E) e pés-puberes (F). Aos 7 dias
(A), observa-se corddes seminiferos (CS) constituidos por células de Sertoli imaturas e gondcitos (detalhe).
Com 30 e 60 dias (B e C, respectivamente), ainda predominam os cordbées seminiferos, porém, a célula
germinativa mais avangada observada foi a espermatogénia do tipo A (ver detalhe). J& aos 90 dias (D) observa-
se que o processo de maturacdo dos tubulos seminiferos ocorre de maneira desigual, uma vez que séo
encontrados concomitantemente corddes, tubulos imaturos e tlbulos seminiferos (TS), nos quais a célula
germinativa mais avancada é a espermétide alongada (detalhe). Este mesmo padrdo ainda pode ser observado
aos 120 dias (E, detalhe superior), entretanto nos tibulos seminiferos o processo espermatogénico progride e
espermatides alongadas no estadio 6 da morfologia tubular passam a ser observadas (cabeca de seta). Apés a
puberdade (180 dias, F) a espermatogénese ja estd completamente estabelecida em todos os tdbulos
seminiferos. Barra = 40 pum.
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Figura 7 — Nucleo de célula de Sertoli aos 7 (A), 30 (B), 60 (C), 90 (D), 120 (E) e 180 (F) dias de
idade. Em todas as idades pré-puberes investigadas (A — E), células de Sertoli imaturas exibem
dois tipos nucleares morfologicamente distintos: arredondado/ovéide (setas) ou
alongado/colunar (cabecas de seta). Apos a puberdade (F), somente células de Sertoli
maduras/diferenciadas com nucleo tipico e nucléolo evidente (*) foram observadas. A- E, barra =
30 um; F, barra = 20 um.
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Figura 8 — Volume nuclear da célula de Sertoli em trés diferentes regides
do parénquima testicular de suinos, durante o desenvolvimento pés-natal
(média = e.p.m.). Letras mindsculas e mailsculas diferentes denotam
diferencas entre regibes em uma mesma idade e entre idades para uma
mesma regido, respectivamente (p<0,05).
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Figura 9 — Células de Leydig em diferentes regides do parénquima testicular de suinos
aos 7, 90 e 180 dias de idade. Observe que as células de Leydig proximas ou abaixo da
tunica albuginea (A, D, G) e proximas ao mediastino (regido de transicédo; C, F, I) sao
menores em comparacao aquelas localizadas na regido intermediaria (B, E, H). TA, tinica
albuginea; RT, regido de transicdo; CS, corddes seminiferos; TS, tibulos seminiferos; L,
células de Leydig. Barra = 40 um.
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Figura 10 — Volumes nuclear, citoplasmético e individual de células de Leydig localizadas em
trés diferentes regifes do parénquima testicular de suinos, durante o desenvolvimento poés-
natal (média + e.p.m.). Letras mindsculas e mailsculas diferentes denotam diferencas entre
regidbes em uma mesma idade e entre idades para uma mesma regido, respectivamente
(p<0,05).
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Figura 11 — indice de proliferagio das células somaticas localizadas nas diferentes regies do
parénguima testicular de suinos, durante o desenvolvimento pés-natal (média + e.p.m.). Letras
mindsculas e mailsculas diferentes denotam diferengas entre regides em uma mesma idade e
entre idades para uma mesma regido, respectivamente (p<0,05).
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CAPITULO 2

EFEITOS DO TRATAMENTO POS-NATAL COM ACETATO DE LEUPROLIDE (LUPRON®
DEPOT) NA HISTOFISIOLOGIA DO TESTICULO DE SUINOS

Resumo

O desenvolvimento pés-natal dos testiculos em mamiferos é marcado por importantes
modificagBes na estrutura e composi¢ao deste 6rgao, as quais sdo reguladas principalmente
pelo FSH e LH e resultantes de complexas interagbes cruciais para a maturacdo dos
elementos somaticos e germinativos. Estudos recentemente realizados em nosso laboratério
demonstraram que em suinos a maturagdo dos tubulos seminiferos ndo ocorre de forma
aleatéria, e sim, de maneira regionalizada. Nesse contexto, 0s objetivos principais deste
capitulo do presente trabalho foram os de se avaliar os efeitos da inibicdo do eixo
hipotalamo-hipéfise-gbnada nos niveis de gonadotrofinas (FSH, LH), testosterona (T) e 17f3-
estradiol (E2) e na estrutura e fungéo de trés diferentes regides do parénquima testicular de
suinos, tratados com leuprolide em duas diferentes idades. Dezenove suinos Landrace X
Large White pré-puberes foram tratados com acetato de leuprolide (100 pgr/Kg/PC s.c.) aos
35 (T35) e 70 (T70) dias de idade. Estes suinos [Controle, n=9; T35, n=4; T70, n=6;] tiveram
seu sangue coletado em intervalos semanais e mensais, do inicio do tratamento até os nove
meses de idade, com a finalidade de avaliar os niveis séricos de FSH, LH, T e E2. Ao final
do experimento os suinos sexualmente maduros foram orquiectomizados e os fragmentos
de seus testiculos, utilizados para analises histomorfométricas, foram obtidos de trés
diferentes regifes do parénquima testicular conforme segue: a) proximo a tunica albuginea;
b) na regido de transicdo entre os tubulos seminiferos e a rete testis; e ¢) na regiao
intermediaria localizada entre as duas outras regifes investigadas. Os resultados
encontrados mostraram que, apesar das concentracdes séricas de LH, FSH e T ndo terem
apresentado, de maneira geral, alteragbes marcantes em decorréncia dos dois periodos de
tratamentos com leuprolide, o tratamento foi efetivo, promovendo alteracdes significativas,
particularmente na regido intermediaria do parénquima testicular em T35, para Varios
importantes parametros morfométricos avaliados, tais como: percentual e volume nuclear
das células de Leydig, lume tubular e tlnica prépria. Em conjunto, os resultados obtidos no
presente capitulo confirmam aqueles encontrados no capitulo anterior (Avelar et al., 2010),
0S quais mostraram que a regido intermedidria desempenha papel crucial no
desenvolvimento testicular de suinos, principalmente a partir das células de Leydig, que
funcionalmente se mostraram distintas daquelas localizadas nas outras duas regides

investigadas. Ainda, os resultados encontrados no presente capitulo sugerem que as células
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Leydig localizadas na regido intermediaria foram mais susceptiveis ao tratamento realizado

com leuprolide no inicio do segundo més de idade.

Palavras-chave: Suinos, desenvolvimento testicular pés-natal, GnRH, acetato de leuprolide,
gonadotrofinas (FSH e LH), testosterona, células de Sertoli, células de Leydig,

regionalizacdo do parénquima testicular.
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1. Introducéo

O desenvolvimento pos-natal em mamiferos € marcado por grandes modificacbes na
estrutura e funcao testiculares, resultantes de complexas interacbes das células somaticas
testiculares entre si e com as células da linhagem germinativa. Estas interacfes, reguladas
por fatores intrinsecos e extrinsecos, sdo cruciais para 0s processos de maturacdo do
paréngquima testicular.

O horménio foliculo-estimulante (FSH) é considerado o principal fator mitogénico
para as células de Sertoli (Orth, 1982; Sharpe, 1994; Franca & Chiarini-Garcia, 2005).
Considerando que, de maneira espécie-especifica, as células de Sertoli apresentam
capacidade de suporte relativamente fixa para células germinativas (Russell & Peterson,
1984; Orth et al., 1988; Franca & Russel, 1998), o numero destas células estabelecido no
periodo pré-pubere determina, em ultima andlise, o tamanho do testiculo e a magnitude da
producdo espermatica nos animais adultos (Berndtson et al., 1987; Hochereau-De Reviers
et al., 1987; Orth et al., 1988; Orth, 1993; Hess et al., 1993; Johnson et al., 1994; Franca &
Russel, 1998; Franca & Chiarini-Garcia, 2005; Franca et al., 2005).

Apesar de estar bem estabelecido em roedores (ratos e camundongos), o papel do
FSH na proliferacdo de células de Sertoli em suinos é considerado ainda controverso
(Lunstra et al., 2003; McCoard et al., 2003; Wagner & Claus, 2009). Entretanto, trabalho
desenvolvido por Franga e colaboradores (2000) demonstrou que os picos de proliferagédo
de células de Sertoli (no primeiro més de idade e pré-pubere) correlacionam-se
temporalmente com aumentos nas concentragfes plasmaticas de FSH. Neste sentido,
aumento do comprimento dos tubulos seminiferos em suinos tratados com FSH durante a
fase pds-natal inicial (8-40 dias de idade) foi observado, sendo o mesmo atribuido ao maior
indice de proliferacdo das células de Sertoli em resposta a esta gonadotrofina (Swanlund et
al., 1995). Apds o estabelecimento da puberdade e durante toda a vida adulta dos animais,
o FSH, juntamente com os andrégenos, regula diversas e importantes fun¢des das células
de Sertoli maduras, determinantes para o desenvolvimento do processo espermatogénico
(Hess & Franga, 2007; O’'Shaughnessy et al., 2009).

A proliferacdo e a diferenciacdo das células de Leydig fetais sdo reguladas por
diversos hormoénios, tais como os esterdides sexuais (estrégenos e andrégenos) e o
horménio tireoidiano, e por fatores de transcricio como o GATA (Wu et al., 2007). A
semelhanca das células de Leydig fetais, a proliferacdo e diferenciacdo das células de
Leydig do tipo adulto e suas progenitoras sao também reguladas por diversos hormdnios e
fatores, dentre os quais podem ser mencionados o hormdnio luteinizante (LH), a
gonadotrofina coriénica humana (hCG), o fator de crescimento semelhante a insulina | (IGF-

), o fator de crescimento tumoral (TGF) alfa e beta, FSH, o horm&nio anti-Mulleriano (AMH),
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estrégenos, hormoénio tireoidiano e androgenos (Rouiller-Fabre et al. 1998; Mendis-
Handagama & Ariyaratne, 2001; Wu et al., 2007).

Na maioria das espécies ja investigadas, as células de Leydig apresentam padrédo de
desenvolvimento bifasico que ocorre durante os periodos fetal e pds-natal (Gondos et al.,
1976). J& em suinos, e provavelmente em humanos e outras espécies de primatas, estas
células mostram padré@o de desenvolvimento trifasico (Dierichs et al., 1973; Van Straaten &
Wensing, 1978; Griswold & Behringer, 2009). Assim, neste padrdo, duas fases transitérias
sdo observadas: a primeira ocorre no inicio do periodo fetal, enquanto as outras duas
acontecem durante o periodo perinatal e por volta do 3° més de idade, persistindo esta
tltima durante a puberdade e maturidade sexual (Dierichs et al., 1973; Van Straaten &
Wensing, 1978; Franca et al., 2000). Ainda em suinos, variagbes nas concentragdes dos
receptores de LH e andrégenos nas células de Leydig sdo encontradas, estando as mesmas
diretamente associadas as alteragOes significativas observadas para o volume individual
destas células (Dierichs et al., 1973; Van Straaten & Wensing, 1978; Peyrat et al., 1981,
Lunstra et al., 1986; Franca et al., 2000; Tripepi et al., 2000).

Estudos em equinos mostram que a maturacdo dos tlbulos seminiferos ocorre de
maneira ndo-aleatéria (Bouin & Ancel, 1905; Nishikawa & Horie, 1955; Johnson, 1991;
Clemmons et al.,, 1995). Recentemente, estes achados foram também observados em
suinos (Ford & Wise, 2009; Avelar et al., 2010), nos quais foi demonstrado a existéncia de
um gradiente de maturacao, onde os tubulos seminiferos localizados na regido intermediaria
do parénquima testicular iniciam esta maturagcdo que se estende em seguida para a regido
central ou de transicdo com a rete testis e, mais tardiamente, para a periferia do 6rgéo,
proximo a tanica albuginea (Avelar et al., 2010). Ainda em suinos, foi demonstrado que as
células de Leydig localizadas na regiao intermediaria provavelmente sao o fator primario na
regulagéo deste padrao de desenvolvimento do parénquima testicular (Avelar et al., 2010).

O acetato de leuprolide é um agonista/antagonista sintético de GnRH que, devido a
sua formulagéo de longa duracado (depot), em dose Unica, permite a liberagdo constante da
droga por varias semanas ap0s sua administracdo (Luan & Bodmeier, 2006). Os efeitos do
tratamento prolongado com o leuprolide séo bifasicos. Assim, inicialmente, observa-se uma
fase estimulatdria extremante curta (poucas horas) com elevagdo dos niveis plasmaticos de
LH, FSH e testosterona, seguida de uma fase inibitoria relativamente longa (semanas), com
reducdo na secrecdo destes horménios (Okada et al., 1994). Devido a estas propriedades, o
leuprolide pode ser utilizado durante o periodo de desenvolvimento pds-natal dos testiculos,
com a finalidade de se investigar a proliferacdo das células de Sertoli e de Leydig e funcéo
testicular (Miranda, 2006). No Unico trabalho disponivel na literatura para suinos utilizando-

se esta droga (Sinclair et al., 2001), foi demonstrado que ap6s uma Unica aplicacdo de
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acetato de leuprolide o efeito supressor maximo ocorre duas semanas apés o tratamento,
estendendo-se este efeito por um periodo de cerca de um més.

Considerando a importancia das gonadotrofinas para a proliferacdo das células de
Sertoli e de Leydig, e as intera¢ges celulares que ocorrem durante o desenvolvimento pos-
natal dos testiculos, o principal objetivo do presente trabalho foi o de se avaliar os efeitos da
inibicdo do eixo hipotalamo-hipofise-gbnada, através do acetato de leuprolide, na estrutura e
funcao testiculares de suinos Landrace x Large White sexualmente maduros, tratados em
duas diferentes idades que antecedem o estabelecimento da puberdade. A partir do
conhecimento recente mostrando a existéncia de gradiente de maturacdo dos tubulos
seminiferos no testiculo de suinos, o presente estudo também teve como objetivo investigar
trés diferentes regides do parénquima deste 6rgdo, tendo como pontos de referéncia a

tunica albuginea e o mediastino testicular.
2. Material e Métodos
2.1. Animais

Dezenove suinos Landrace x Large White provenientes da Fazenda Experimental
“Prof. Hélio Barbosa” da Escola de Veterinaria da Universidade Federal de Minas Gerais,
foram utilizados. Estes animais foram distribuidos em trés diferentes grupos conforme
segue: controle (n =9); T35 (n =4); e T70 (n = 6). Os animais dos grupos T35 e T70 foram
tratados com acetato de leuprolide (Lupron® Depot) conforme sera descrito no item 3.2.3.
Ao final do experimento, 0os suinos que na época contavam com 270 dias de idade, foram
orquiectomizados. Os testiculos destes animais foram separados do epididimo, pesados e,
com o auxilio de uma lamina afiada, seccionados longitudinalmente. Apds este
procedimento, fragmentos do testiculo foram obtidos de trés diferentes regides do
parénquima testicular: pr6ximo a tlnica albuginea (TA); na transicao dos tabulos seminiferos
com o mediastino (rete testis) (RT); e na regido intermediaria (ID) entre TA e RT (Figura 1).
Estas amostras foram fixadas por imersdo em glutaraldeido tamponado 5%, incluidas em
plastico (glicol metacrilato) e rotineiramente preparadas para analises histolégicas e
morfométricas. Antes da cirurgia, todos os suinos foram sedados pela via intramuscular com
1 mg/Kg de azaperone (Destress, Des-Far Laboratérios LTDA, Sdo Paulo, SP, Brasil) e
anestesiados pela via endovenosa com 3 mg/Kg com a associacao zolazepam e tiletamina
(Zoletil 50; Virbac do Brasil, Ind. e Com. LTDA, S&o Paulo, Brazil). Todos os procedimentos
cirurgicos foram realizados por veterindrios e seguiram as recomendagcfes do Comité de
Etica em Experimentacdo Animal da Universidade Federal de Minas Gerais —
CETEA/UFMG.
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2.2. Avaliacéo do peso corporal

O peso corporal dos suinos foi obtido ao nascimento (Dia 0) e a desmama (Dia 28).
A partir do dia 35, quando os animais foram distribuidos em grupos, seguiram-se pesagens
semanais até o 150° dia pos-natal, as quais foram entéo realizadas quinzenalmente até o
final do experimento (Dia 270). Merece ser ressaltado que, embora os tratamentos com
leuprolide tenham se iniciado aos 35 e 70 dias de idade (ver descricdo detalhada no préximo
item), independentemente do momento do tratamento os animais de todos os trés grupos

tiveram os seus pesos tomados desde o0 nascimento.

2.3. Tratamento com acetato de leuprolide e anélises hormonais

A fim de se verificar o papel das gonadotrofinas em diferentes periodos do
desenvolvimento testicular pos-natal de suinos, os animais foram tratados com o acetato de
leuprolide (Lupron® Depot). Esta droga, com uma formulagéo de liberacédo lenta (depot), foi
injetada s.c. em dose Unica de 100 pg/Kg PV aos 35 (T35) e 70 (T70) dias de idade. Os
suinos controles, que também foram submetidos ao mesmo efeito da manipulagéo,
receberam 0,8 mL de solugéo fisiologica estéril (veiculo) pela também pela via subcutanea.
Para avaliacdo dos niveis séricos dos hormonios foliculo estimulante (FSH), luteinizante
(LH), testosterona (T) e 17 B-estradiol (E2), as amostras de sangue foram obtidas entre 9:00
e 10:00 horas da manh&, com freqiéncia semanal durante 7 semanas a partir da injecao de
leuprolide, seguindo-se coletas mensais até os 9 meses, idade na qual todos os animais
foram orquiectomizados. Entretanto, no presente trabalho serdo apresentadas as
concentragcdes hormonais correspondentes ao dia de inicio do tratamento (Dia 0), ao
periodo compreendido entre a 12 e 42 semanas pés-tratamento, a 62 semana apos a injecédo
de leuprolide e a ultima idade, que corresponde ao final do periodo experimental (382
semana). Vale mencionar que as amostras coletadas no dia 0 foram feitas imediatamente
antes da injecéo do leuprolide.

As amostras de sangue obtidas foram centrifugadas e os soros coletados foram
armazenados em freezer a -20° C até a avaliagdo dos mesmos. As concentracdes séricas
de FSH, LH, T e E2 foram determinadas por meio do método de quimioluminescéncia no
equipamento Immulite 2000 (Siemens Medical Solutions Diagnostics, IL, USA), realizado
pelo laboratorio de andlises clinicas Hermes Pardini. Merece ser ressaltado que, devido ao
seu enorme custo financeiro, baseado no conhecimento prévio sobre os efeitos do leuprolide
em suinos (Sinclair et al., 2001), bem como nos dados relativos ao desenvolvimento
testicular desta espécie e das curvas de gonadotrofinas (FSH e LH) e de esteroéides (T e E2)
(Schwarzenberger et al., 1993; Franca et al., 2000), estas avaliagdes hormonais foram feitas

nos intervalos/periodos acima mencionados, que foram por nds considerados criticos para o
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objetivo do presente estudo. No entanto, apesar dos procedimentos adotados, pelo fato dos
efeitos do leuprolide em suinos serem ainda pouco conhecidos, ndo podemos garantir que
os intervalos por nés escolhidos foram totalmente adequados. Os altos custos das dosagens
hormonais também limitaram o numero de animais avaliados. Desta forma, dos nove
animais controles, seis foram selecionados para as avaliagdes hormonais ja mencionadas.
Quanto aos suinos tratados, todos os quatro de T35 foram utilizados, enquanto somente

quatro dentre os seis disponiveis foram investigados para T70.

2.4. Morfometria testicular
2.4.1. Proporcdo volumétrica e didmetro dos tubulos seminiferos

As propor¢gBes volumétricas dos componentes testiculares presentes nas trés
diferentes regifes do parénquima testicular foram determinadas através de microscopia de
luz, em aumento de 400x, utilizando-se reticulo com 441 intersecgfes ajustada a ocular do
microscopio. Nesta andlise, 15 campos escolhidos ao acaso e distribuidos em trés
fragmentos representativos de cada uma das regides foram utilizados, perfazendo-se um
total de 6615 pontos por regido investigada. Em cada uma das trés regides investigadas, o
didmetro tubular médio por animal foi obtido a partir da mensuracéo ao acaso de 30 secc¢bes
transversais de tubulos seminiferos que apresentavam contorno o mais circular possivel.
Estas medidas foram realizadas utilizando-se régua micrométrica adaptada a uma das

oculares de 10x, em aumento de 400x.
2.4.2. Células de Leydig

O volume individual das células de Leydig foi obtido a partir do volume do nucleo e
da proporcdo entre nucleo e citoplasma destas células. O volume do nucleo foi obtido
utilizando-se a média do didmetro nuclear, tendo sido avaliados 30 didmetros nucleares para
cada uma das regides investigadas, por animal. O volume nuclear individual obtido foi
expresso em (um®), utilizando-se a férmula 4/37R? onde R = didmetro nuclear/2. Para
calcular a proporcao entre nacleo e citoplasma, foi utilizado reticulo com 441 intersecc¢des
(pontos), em aumento de 1000x. Aproximadamente mil pontos sobre células de Leydig
foram contados em cada uma das trés diferentes areas do parénquima testicular, para cada

animal utilizado.

2.5. Andlise estatistica
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Todos os resultados obtidos foram expressos como média + erro padrdo da média
(e.p.m.). Os mesmos foram submetidos & analise de variancia (ANOVA) e posteriormente as
médias obtidas foram comparadas utilizando-se o teste Student Newman-Keuls. Analise de
correlacdo de Pearson foi também realizada entre os parametros investigados. Para todos
estes testes estatisticos utilizou-se o software STATISTICA 3.11 (StatSoft, Inc., Tulsa,

Oklahoma, USA, 1995), sendo o nivel de significancia considerado igual a p<0,05.

3. Resultados

3.1. Pesos corporal e testicular e indice gonadossomaético

Conforme pode ser observado na figura 2, o peso corporal dos suinos dos trés
grupos avaliados foi semelhante até o 35° dia pés-natal. Entretanto, no grupo que recebeu
injecdo do acetato de leuprolide aos 35 dias, observou-se, uma semana apos o tratamento,
reducdo (p<0,05) no ganho de peso corporal, quando comparado aos animais controle.
Embora de maneira geral esta tendéncia tenha se mantido até a idade de 180 dias, as
diferengas encontradas nao foram significativas. A partir desta idade, os pesos corporais em
T35 mostraram flutuagdes também né&o significativas. J& nos suinos tratados aos 70 dias,
ndo foram observadas flutuac8es evidentes no peso corporal. Desta forma, ao longo de todo
o periodo investigado, a curva de desenvolvimento ponderal deste grupo foi bastante
semelhante aquela do grupo controle e mesmo daquela obtida para os animais tratados aos
35 dias de idade (figura 2 e 3A).

As figuras 3B e C mostram que, embora tanto o peso testicular quanto o indice
gonadossomatico tenham sido menores em T35 (~6% e ~9%, respectivamente), as
diferencas encontradas ndo foram significativas (p>0,05). De maneira esperada, todos os
grupos experimentais investigados mostraram correlacdo positiva e significativa (p<0,05)

entre o peso corporal e o peso testicular (controle, r = 0,81; T35, r = 0,95; T70, r = 0,85).

3.2. Concentragoes séricas de FSH, LH, testosterona e 17 B-estradiol

Os dados referentes as dosagens hormonais obtidas para os grupos T35 e T70 estédo
mostrados, respectivamente, nas tabelas 1 e 2. Conforme ja foi mencionado, as
comparacgfes expressadas em semanas apresentadas nestas tabelas tiveram como ponto
de referéncia o inicio do tratamento. No entanto, as idades dos animais nos diferentes
grupos experimentais e seus controles correspondentes sdo as mesmas. Apesar de terem
sido observadas tendéncias variadas para os diferentes horménios avaliados durante o
periodo investigado apenas para a testosterona foram encontradas diferencas significativas,

particularmente para T35 na segunda semana ap0s o tratamento, e na primeira e segunda
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semana para T70. Embora ndo tenha apresentado significancia estatistica, em comparagéo
com os respectivos controles para ambos os periodos de tratamentos 0s niveis séricos das
gonadotrofinas FSH e LH mostraram nitida tendéncia de diminuigcdo nas primeiras semanas
apoés a injecao de leuprolide, especialmente entre o Dia 0 e a primeira semana. Por outro
lado, os niveis destas gonadotrofinas aumentaram entre trés e dez vezes na quarta semana
apoés a injecdo de leuprolide. Apés a quarta semana, tanto nos controles quanto em T35
estes horménios apresentaram nitida tendéncia de aumento em seus niveis séricos. No
entanto, apesar de seus respectivos controles terem apresentado esta mesma tendéncia,
este aumento nao ocorreu em T70. Em relagcao a testosterona e o 17 B-estradiol, embora
ndo tenha havido diferengas significativas entre os grupos tratados e controles, seus niveis
também apresentaram marcante aumento entre a terceira/quarta e a trigésima-oitava

semanas, nos trés diferentes grupos experimentais.

3.3. Didmetro dos tubulos seminiferos e proporc¢édo volumétrica dos componentes do

parénquima testicular

O diametro tubular foi semelhante entre os trés grupos e entre as trés regibes
investigadas do parénquima testicular e ficou no patamar de 250-270 um (figura 4).
Tendéncia de maiores valores para este parametro foi observada para o grupo T35,
particularmente nas regides intermediaria do parénquima testicular e préxima da tlnica
albuginea.

Conforme pode ser visto na figura 5 (A e B), os percentuais de tubulos seminiferos e
de epitélio seminifero foram semelhantes nos trés grupos experimentais e nas diferentes
regides investigadas. No entanto, pode ser notado que os valores encontrados para 0 grupo
T35, particularmente para a regido intermediaria, foram nitidamente menores (p = 0,08). Em
contraste, tendéncia exatamente oposta foi observada para o percentual de lume tubular,
onde os valores para T35 na regido intermediaria foram significativamente maiores (~35 e
~50%, respectivamente) do que aqueles encontrados para 0s grupos controle e T70 (figura
5C).

Entre as trés regides investigadas do parénquima testicular, o percentual de tinica
propria nos grupos controle e T70 foi maior (p<0,05) na regido intermediaria. Na
comparagdo entre grupos, observou-se que em T35 houve reducdo de cerca de 40%
(p<0,05) no percentual de tanica propria na regido intermediaria, quando comparado com o
percentual encontrado na mesma regido para os grupos controle e T70 (figura 4D).

O percentual total do compartimento intertubular ndo sofreu variagdes significativas
entre regides ou mesmo entre grupos experimentais. Entretanto, na regido intermediaria,

quando se compara o0s trés grupos investigados, foi possivel observar tendéncia de maior
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percentual (p>0,05) para este parametro em T35 (figura 6A). Com relacdo as células de
Leydig, que é o principal componente do compartimento intertubular de suinos, diferengas
regionais e entre grupos foram encontradas (figura 6B). Particularmente, o percentual de
células de Leydig foi maior (p<0,05) na regido intermediaria para o grupo T35, o qual
também apresentou maior percentual (~50%; p<0,05) em comparagcdo com o0 grupo controle.

Quanto aos vasos sanguineos, com excecdo da regido intermediaria, as outras duas
regides do parénquima testicular investigadas mostraram tendéncia semelhante para este
componente (figura 6C). Assim, verificou-se que 0s percentuais de vasos sanguineos nos
grupos controle e T35 foram maiores na regido intermediaria (p<0,05), em comparacdo com
os valores encontrados para estes mesmos grupos nas outras duas regides estudadas. Ja o
percentual de vasos linfaticos na regido intermediaria foi o menor (p<0,05) quando
comparado com as outras regides (figura 6D). Em relacdo ao percentual de tecido
conjuntivo, apesar de ndo terem sido encontradas diferengas entre tratamentos na mesma
regido (p>0,05), os valores observados da regido intermediaria foram menores do que

agueles observados nas regibes préximas a tanica albuginea e a rete testis (figura 6E).

3.4. Células de Leydig

Em sua grande maioria, no presente experimento os parametros investigados para
os volumes nuclear, citoplasmatico e individual das células de Leydig apresentaram grande
variagdo entre as trés diferentes regides do parénquima testicular. Assim, os referidos
volumes mencionados para estas células que se encontravam na regido intermediaria foram
maiores (p<0,05) do que aqueles das células presentes nas duas outras regifes (figura 7A-
C). Particularmente, na comparacgao entre grupos o T35 apresentou 0s maiores valores para
os volumes nuclear, citoplasmatico e individual das células de Leydig. No entanto, somente

para o volume nuclear as diferencas observadas foram significativas (p<0,05) (figura 7A).

4. Discusséao

O tratamento com o acetato de leuprolide, realizado em duas diferentes idades pré-
puberes de suinos Landrace x Large White, teve como objetivos principais inibir a secrecao
das gonadotrofinas e avaliar os possiveis efeitos desta inibicdo nos niveis séricos de LH,
FSH, T e 17-B estradiol, durante o desenvolvimento pds-natal destes animais. Os efeitos
deste tratamento na estrutura e funcao testiculares de trés diferentes regides do parénquima
deste 6rgdo também foram avaliados, especificamente nos suinos sexualmente maduros.
No nosso conhecimento, esta abordagem experimental € a primeira a ser utilizada para se

investigar os efeitos deste agonista/antagonista de GnRH na histofisiologia testicular desta
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espécie domeéstica de grande importancia na producao animal. Os resultados encontrados
mostraram que, apesar dos niveis séricos de LH, FSH e T ndo terem apresentado, de
maneira geral, alteragbes marcantes, o tratamento foi efetivo, promovendo alteragdes
significativas em varios importantes parametros morfométricos avaliados, especificamente
na regido intermediaria do parénquima testicular de suinos sexualmente maduros. Em
conjunto, estes resultados confirmam estudos anteriores (Avelar et al., 2010), os quais
indicam que esta regido desempenha papel crucial no desenvolvimento testicular desta
espécie, principalmente a partir das células de Leydig, que funcionalmente se mostraram
distintas daquelas localizadas nas outras duas regides investigadas. Ainda, os resultados
encontrados sugerem que, provavelmente, as células Leydig localizadas na regido
intermediaria foram mais susceptiveis ao tratamento realizado com leuprolide no inicio do
segundo més de idade.

A exposicdo ao acetato de leuprolide ndo afetou substancialmente o
desenvolvimento corporal dos suinos investigados no presente estudo. Assim, a evolugéo
do peso corporal dos mesmos seguiu tendéncia ja citada na literatura para suinos Yorkshire
tratados logo apdés o nascimento com dose similar aquela por nos utilizada (Sinclair et al.,
2001). Resultado semelhante foi também encontrado para ratos tratados ao nascimento com
a dose de 250 pg/Kg de peso corporal de acetato de leuprolide (Miranda, 2006). Apesar do
peso testicular e do indice gonadossomatico dos suinos tratados aos 35 dias terem
apresentado tendéncia de menores valores, as diferencas observadas ndo foram
significativas e similares ao encontrado também em suinos (Sinclair et al., 2001),
contrastando assim com os resultados obtidos em nosso laboratério para ratos adultos
(Miranda, 2006).

Baseando-se nas variacfes das concentracdes séricas dos diferentes horménios
investigados no presente estudo, pode-se inferir que os tratamentos com o acetato de
leuprolide na dose de 100 pg/Kg de peso corporal foram suficientes para reduzir, embora
ndo significativamente, os niveis séricos de LH e FSH avaliados uma semana ap0s o inicio
de injecdo da droga, os quais mostraram nitida tendéncia de aumento cerca de um més esta
injecdo. Os niveis destas gonadotrofinas infelizmente ndo foram avaliados no Unico estudo
disponivel para suinos utilizando o leuprolide (Sinclair et al., 2001). No entanto, no trabalho
realizado em ratos Wistar, o efeito supressor provocado pelo acetato de leuprolide resultou
em reducdo dos niveis plasméticos de FSH, que foram significativos em cerca de 40% das
avaliacdes realizadas (Miranda, 2006). A tendéncia de reducdo observada nas primeiras
semanas apoés o tratamento para os niveis de LH e FSH em suinos, seguida de aumento na
42 semana, correspondem, respectivamente, ao periodo de supressdo provocado pelo
tratamento com a formulacdo de longa duracéo (depot) do acetato de leuprolide e ao “efeito

rebote” deste tratamento, quando os gonadotrofos localizados na adenohipéfise voltam
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entdo a ser responsivos aos estimulos do GnRH produzido no hipotdlamo (Okada et al.,
1994; Miranda, 2006). Em ratos, este periodo supressor estendeu-se no minimo até a 52
semana apos o tratamento, uma vez que o “efeito rebote” que resultou em elevados niveis
de FSH se mostrou bastante evidenciado nesta espécie na 62 semana (Miranda, 2006). Pelo
fato de no presente estudo ndo termos mensurado os niveis de FSH na 5% semana, ndo
podemos excluir que o periodo de duragéo dos efeitos do leuprolide ndo seja mais longo. No
entanto, de acordo com os valores obtidos para os niveis de FSH e LH na 62 semana,
podemos inferir que este “efeito rebote” poderia ser um pouco mais longo em suinos e
assim, portanto, semelhante ao observado para o rato. Esta inferéncia seria mais l6gica pelo
fato da puberdade ocorrer mais tardiamente em suinos (~4 meses) quando comparado com
ratos (~2 meses).

A reducdo significativa por n6s encontrada logo ap6s os tratamentos para os niveis
de testosterona foi semelhante ao observado em suinos Yorkshire (Sinclair et al., 2001) e
deve ser considerada como efeito secundario, uma vez que, conforme ja é sabido, o LH, que
€ o principal estimulo para a sintese de andrégenos nas células de Leydig, encontrava-se
diminuido neste periodo. Assim, as mesmas tendéncias foram encontradas para 0s niveis
de testosterona em suinos tratados com acetato de leuprolide e avaliados em diferentes
periodos ao longo do desenvolvimento testicular pés-natal. Isto €, ao nascimento (Sinclair et
al., 2001) e aos 35 e 70 dias (presente estudo), apesar destes suinos terem sido tratados
com diferentes dosagens de acetato de leuprolide (100 pg/Kg, Sinclair et al., 2001 e
presente estudo; 200 ug/Kg Sinclair et al., 2001). Estes resultados em particular reforcam
gue a dosagem de acetato de leuprolide por nds utilizada foi efetiva, uma vez que os efeitos
da mesma néo diferem daqueles encontrados por Sinclair e colaboradores (2001) com as
duas dosagens ja mencionadas.

Durante o desenvolvimento pds-natal de suinos, observa-se um pico entre a 22 e 42
semanas de idade na concentracdo plasmatica de testosterona, seguido por uma reducéo
evidente que persiste por alguns meses (Schwazerberger et al., 1993, Franca et al., 2000).
Este pico correlaciona-se diretamente com marcantes variagcdes observadas no tamanho
das células de Leydig (Van Straaten & Wensing, 1977; Franca et al., 2000). Com o
estabelecimento da puberdade (~4-5 meses), observa-se novamente aumento na
concentracdo de testosterona, a qual se mantém ao longo da vida adulta dos animais
(Schwazerberger et al., 1993, Franca et al., 2000). Nos suinos tratados com leuprolide aos
35 dias, a supressao do eixo hipotalamo-hipéfise-gbnada ocorreu exatamente no inicio do
periodo no qual os niveis fisiolégicos deste andrégeno ja apresentavam tendéncia de
reducdo. Por outro lado, naqueles tratados aos 70 dias, 0s niveis de testosterona
encontravam-se em patamar mais elevado. Desta forma, os periodos nos quais 0s

tratamentos foram realizados provavelmente refletiram na diminuicdo significativa, mais
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rapida e ligeiramente mais duradoura, observada para os niveis deste importante androgeno
em T70.

A concentragdo plasmética de estrégeno em suinos machos adultos pode atingir 280
pg/mL, sendo esta a maior concentragdo encontrada entre as espécies domésticas ja
investigadas (Claus & Hoffmann, 1980). De acordo com Ford (1983), durante o
desenvolvimento pos-natal de suinos observa-se um pico na concentragdo de estrégenos
entre a 12 e 32 semanas de vida. Apds este periodo, observa-se reducdo dos niveis deste
esterdide que se mantém em um patamar mais baixo até o estabelecimento da puberdade.
Os estrogenos no trato genital masculino estdo particularmente associados com a
reabsorcao do fluido tubular nos duactulos eferentes e segmento inicial do epididimo (Oliveira
et al., 2001; Oliveira et al., 2004), e também como na funcdo espermética e epididimaria
(Hess et al.,, 2001; Pearl et al., 2007; Carreau et al., 2009; Hoffmann et al., 2009).
Especificamente em suinos, foi demonstrado que os estrégenos desempenham importante
papel na regulagéo da proliferacdo das células de Sertoli (At-taras et al., 2006; Berger et al.,
2008). Os valores para 173-estradiol encontrados no presente trabalho mostraram tendéncia
semelhante aquela descrita na literatura. Entretanto, diferentemente do observado para a
testosterona, nos periodos avaliados para ambos os grupos tratados com o acetato de
leuprolide os valores encontrados para este esterdide mantiveram-se bastante proximos de
seus respectivos controles. Desta forma, nas condigdes do presente experimento, podemos
inferir que o tratamento com leuprolide parece nao ter afetado a conversdao de andrégenos
em estrogenos. Finalmente, é importante mencionar que, para o grupo de animais tratados
aos 35 dias (T35), devido a limitacbes das amostras (volume <500 uL), ndo foi possivel
obter a concentragédo de 17(3-estradiol em todos os intervalos escolhidos para as avaliagbes
hormonais. No entanto, ao que parece este aspecto ndo alterou a interpretacdo dos
resultados obtidos para este hormdnio.

Nas diversas ragas de suinos j4 investigadas, as células de Leydig compreendem
cerca de 50-70% do parénquima testicular nas primeiras semanas apds 0 nascimento,
diminuindo este percentual para aproximadamente 25% aos 70 dias de idade (Van Straaten
& Wensing, 1977; Franca et al., 2000; Avelar et al., 2010). Esta notavel densidade das
células de Leydig esta provavelmente associada a importantes funcdes desempenhadas por
estas células, durante a fase do desenvolvimento testicular que antecede o estabelecimento
da puberdade nesta espécie (Avelar et al.,, 2010). Conforme foi observado no presente
estudo, o percentual de células de Leydig na regido intermediaria foi maior nos animais
tratados aos 35 dias, em comparacdo com as outras duas regides avaliadas, e também
entre grupos nesta mesma regido, onde os suinos tratados aos 35 dias apresentaram maior
percentual destas células em compara¢cdo com 0s animais controles. Da mesma forma, nos

trés grupos investigados os volumes nuclear, citoplasmatico e individual das células de
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Leydig foram maiores nesta regido. No entanto, somente para o volume nuclear foi
observada diferenca entre grupos, onde, mais uma vez, o T35 apresentou 0 maior valor.
Estes resultados sugerem fortemente que as células de Leydig localizadas na regido
intermediaria sdo funcionalmente mais ativas e que estas células ai localizadas podem ter
apresentado maior indice de proliferagdo no grupo T35, durante o periodo experimental. Em
suinos, o unico relato longitudinal (do nascimento a maturidade sexual plena), referente ao
namero total de células de Leydig por testiculo, mostra que estas células exibem dois
evidentes periodos de proliferacao (Franca et al., 2000). O primeiro, antes da puberdade,
ocorre entre 1 e 2 meses de idade, enquanto o segundo esta compreendido entre 5 e 6
meses, estando os mesmos correlacionados com picos de testosterona observados nestes
periodos (Franga et al., 2000). Ainda de acordo com a literatura, as células de Leydig s&o
insensiveis a estimulacdo produzida pelo LH no periodo compreendido entre a 4% e a 82
semanas poés-natal, sendo observada até mesmo redugcdo no numero de receptores para
esta gonadotrofina (Vandalem et al., 1986). No entanto, a concentracdo de receptores de LH
nesta célula tende a aumentar a partir da 122 semana de idade (Peyrat, 1981; Vandalem et
al., 1986). Entre os diversos fatores estimuladores da proliferacdo e diferenciacdo das
células de Leydig do tipo adulto, o LH é um dos que apresentam papel mais estabelecido
(Mendis-Handagama & Ariyaratne, 2001; Wu et al., 2007). Por outro lado, os estrégenos
parecem exercer efeitos contrarios aos do LH (Mendis-Handagama & Ariyaratne, 2001; Wu
et al., 2007). Portanto, ao que parece, 0 aumento evidente na concentracdo sérica de LH,
observado algumas semanas apés a injecdo de leuprolide em T35, pode ter ocorrido em
uma fase na qual as células de Leydig localizadas na regido intermediaria do parénquima
testicular estariam mais sensiveis aos efeitos estimulatérios promovidos por esta
gonadotrofina. No entanto, como os estudos disponiveis até recentemente na literatura para
suinos ndo levavam em consideracdo a regionalizagdo funcional do parénquima testicular
por nés agora estabelecida (Avelar et al., 2010), a interpretacdo acima aventada seria
inédita e a primeira a fornecer subsidios neste aspecto.

A formacdo do lume tubular que ocorre antes do estabelecimento da puberdade
deve-se ao fluido secretado pelas células de Sertoli, em direcdo ao centro do cord&o
seminifero (Russell et al., 1989). Nesta fase de desenvolvimento, esta importante funcéo
exercida pelas células de Sertoli é regulada tanto pelo FSH quanto pelos andrégenos
(Sharpe, 1994). Entretanto, com o estabelecimento da puberdade e durante a maturidade,
este processo passa a ser controlado exclusivamente pela acdo dos andrégenos (Sharpe,
1994; De Gent et al., 2004). Nos animais adultos, em condi¢cdes experimentais ou funcionais
nos estadios do ciclo do epitélio seminifero que antecedem a espermiacdo, as possiveis
alteracBes observadas no percentual de lume tubular podem estar associadas a maior

sensibilizacdo das células de Sertoli pelos andrégenos (Bremner et al., 1994; Sharpe, 1994;
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Atassonova et al., 2006). No presente estudo, 0s suinos sexualmente maduros que
receberam injecéo de leuprolide aos 35 dias de idade mostraram maior percentual de lume
tubular na regido intermediaria do parénquima testicular. Conforme ja foi discutido, maior
percentual, bem como maior volume nuclear, foram observados para as células de Leydig
localizadas nesta regido, resultados estes que sugerem fortemente maior atividade funcional
para estas células esteroidogénicas. Portanto, podemos hipotetizar que as células de Leydig
da regido intermedidria produziriam mais andrégenos, que estariam assim mais
concentrados nesta regido especifica do parénquima testicular, promovendo maior secre¢cado
de fluido tubular. Independentemente destas consideracdes referentes a concentracdo de
andrégenos, as células de Sertoli poderiam também ser mais responsivas aos andrégenos,
0 que provavelmente ja seria suficiente para promover maior producao de fluido nos tabulos
seminiferos.

A importancia do FSH para a proliferacdo das células de Sertoli em roedores de
laboratério ja esta bem estabelecida na literatura e em camundongos knockout para o
receptor desta gonadotrofina, tanto o niumero de células de Sertoli quanto o peso testicular
estdo significativamente reduzidos (Sharpe, 1994; Krishnamurthy et al., 2001; Sairam &
Krishnamurthy, 2001; Miranda, 2006; O Shaughnessy et al., 2009). Em suinos, o FSH
também parece desempenhar importante papel na atividade mitética destas células
somaticas e os dois picos de proliferacdo das células de Sertoli (do nascimento ao primeiro
més de idade e entre 3 e 4 meses) sdo coincidentes com maiores niveis plasmaticos de
FSH (Franca et al., 2000). No entanto, talvez refletindo os periodos de maior e menor
proliferacdo das células de Sertoli de suinos, deve ser ressaltado que estas células nesta
espécie parecem ser menos responsivas ao FSH durante o desenvolvimento pdés-natal,
particularmente apds nove semanas de idade (Vandalen et al., 1986). A semelhanca dos
estudos desenvolvidos em ratos (Miranda, 2006), as andlises histomorfométricas realizadas
no presente trabalho ndo mostraram diferencas significativas para os percentuais de tubulos
e epitélio seminifero. Por outro lado, em contraste com o presente estudo, tanto o diametro
tubular quanto o peso testicular estavam significativamente diminuidos em ratos adultos
tratados com leuprolide durante as primeiras semanas de vida (Miranda, 2006). Desta
forma, independentemente das concentragbes séricas de FSH obtidas nos diferentes
periodos avaliados apos os tratamentos, os resultados encontrados em nosso estudo para
0s parametros acima mencionados sugerem fortemente que o numero de células de Sertoli
por testiculo ndo sofreu alteracdo evidente.

A semelhanca de varios outros parametros morfométricos, o percentual de tdnica
prépria encontrado no presente trabalho mostra a mesma tendéncia ja observada para
suinos (Avelar et al., 2010), nos quais significativa variagdo regional foi encontrada para o

percentual deste componente do compartimento tubular (Avelar et al.,, 2010). Em relacéo
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aos diferentes grupos experimentais, nos suinos tratados aos 35 dias com o leuprolide o
percentual de tunica prépria foi significativamente menor. Conforme ja é sabido, a tunica
propria é constituida pelas células peritubulares midides e pela membrana basal secretada
tanto por este tipo celular quanto pelas células de Sertoli (Skinner et al., 1985; Skinner,
2005; Dym, 1994; Cheng et al., 2009), e evidentes interacdes morfofuncionais séo
observadas entre estes dois tipos de células soméaticas (Dym, 1994; Papadopoulus & Dym,
1994; Skinner, 2005; Richardson et al., 1995). Neste sentido, camundongo knockout para
receptores de andrégeno exclusivamente nas células peritubulares miodides foi recentemente
desenvolvido, o qual, além de ser infértil, apresentou alteracdes na constituicdo da
membrana basal, com progressiva diminuicdo da expressdo de laminina (Welsh et al.,
2009). Apesar de nenhuma alteracdo morfofuncional evidente nos tubulos seminiferos ter
sido notada no presente estudo, ndo podemos descartar que o tratamento com leuprolide
em T35 tenha causado modifica¢cdes na tanica propria. Um possivel efeito direto ou indireto

deste tratamento nas células de Sertoli ndo poderia também ser descartado.
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Mediastino testicular

Avelar et al., 2010.

Figura 1 — Representacao das regides do parénquima testicular
das quais foram coletadas as amostras utilizadas no presente
estudo. TA, tdnica albuginea; ID, regido intermediaria; RT, regido
de transicdo dos tubulos seminiferos com o mediastino/rete testis.
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Figura 2 — Curva de desenvolvimento corporal do nascimento (0) aos 270 dias de idade de
suinos controle e tratados com acetato de leuprolide aos 35 (T35) e 70 (T70) dias de idade.
Observe que aos 42 dias o peso corporal médio do grupo T35 foi menor quando comparado com
0 grupo controle (*; p<0,05).
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Figura 3 — Peso corporal, testicular e indice gonadossomético (IGS) de suinos controles e
tratados com acetato de leuprolide aos 35 (T35) e 70 (T70) dias pds-natal e orquiectomizados aos
270 dias de idade (média + e.p.m.).
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Figura 4 — Diametro dos tibulos seminiferos em trés diferentes regides
do parénquima testicular de suinos controles e tratados com acetato de
leuprolide aos 35 (T35) e 70 (T70) dias pos-natal e orquiectomizados
aos 270 dias de idade (média + e.p.m.). TA, tunica albuginea; ID,
intermediéria; RT, regido de transicao.
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Figura 5- Propor¢éo volumétrica dos diferentes componentes do compartimento tubular em trés
regides do parénquima testicular de suinos controles e tratados com acetato de leuprolide aos 35
(T35) e 70 (T70) dias pods-natal e orquiectomizados aos 270 dias de idade (média + e.p.m.).
Letras minasculas e mailsculas diferentes denotam diferencas entre regides em um mesmo
tratamento e entre tratamentos para uma mesma regido, respectivamente (p<0,05). TA, tlnica
albuginea; ID, intermediaria; RT, regido de transicao.
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Figura 6 — Propor¢céo volumétrica dos diferentes componentes do compartimento intertubular em
trés regides do parénquima testicular de suinos controle e tratados com acetato de leuprolide aos
35 (T35) e 70 (T70) dias pds-natal e orquiectomizados aos 270 dias de idade (média + e.p.m.).
Letras minUsculas e mailsculas diferentes denotam diferencas entre regides em um mesmo
tratamento e entre tratamentos para uma mesma regido, respectivamente (p<0,05). TA, tdnica
albuginea; ID, intermediaria; RT, regido de transicao.
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Figura 7 — Parametros de células de Leydig em trés diferentes regides do parénquima
testicular de suinos controles e tratados com acetato de leuprolide aos 35 (T35) e 70 (T70)
pés-natal e orquiectomizados aos 270 dias de idade (média + e.p.m.). Letras minUsculas e
mailsculas diferentes denotam diferengas entre regides em um mesmo tratamento e entre
tratamentos para uma mesma regido, respectivamente (p<0,05). TA, tunica albuginea; ID,
intermediaria; RT, regido de transic¢ao.
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Morfometria das células de Leydig
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CONCLUSOES



CONCLUSOES

O presente estudo foi o0 primeiro a investigar as modificacdes morfo-funcionais das
células sométicas em trés diferentes regides do testiculo durante o desenvolvimento pés-
natal de suinos. Assim, baseado nos resultados encontrados para a proliferacao das células
de Sertoli na regido de transicdo e o grau de desenvolvimento dos tubulos seminiferos na
regido intermediaria, pode-se concluir no presente trabalho que, & semelhanca do
observado em equinos, a maturagdo do testiculo de suinos ocorre de maneira regionalizada.
Ainda, os resultados obtidos sugerem que as células de Leydig localizadas na regido
intermediaria do testiculo de suinos sao funcionalmente distintas daquelas encontradas nas
outras duas regides investigadas (transicdo e proximo a tunica albuginea), sugerindo que
estas células estejam desempenhando papel crucial ao longo do desenvolvimento deste
orgdo. Neste contexto, a regido intermediaria se constitui como provavel centro organizador

durante o processo de maturacao dos testiculos de suinos
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