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RESUMO

As pontes intercelulares sdo canais citoplasmaticos que interconectam clones de células
germinativas em um sincicio. Tem sido proposto que as pontes intercelulares exercem
um papel fundamental na comunicacdo e no sincronismo das células germinativas, me-
diando o transito de sinais apoptéticos e mitoticos entre os clones de espermatogbnias e
coordenando a entrada em meiose. Camundongos knockout Tex14 s&o geneticamente
incapazes de produzir a proteina TEX14. Essa proteina é essencial para a manutengdo
das pontes intercelulares e sua auséncia resulta em esterilidade. Estudos prévios em ca-
mundongos knockout Tex14 ndo investigaram, por abordagens morfoldgicas, detalhes
dos papéis propostos atribuidos as pontes intercelulares. Assim, o presente estudo avali-
ou a participacao das pontes intercelulares no sincronismo do epitélio seminifero usando
microscopia de luz de alta resolugdo, imunoistoquimica (bromodeoxiuridina — BrdU —
para deteccdo de células proliferativas em tecidos vivos) e microscopia eletrénica de
transmissdo (TEM). A morfologia espermatogonial ndo foi afetada pela auséncia de
pontes intercelulares, mas a cinética espermatogonial foi comprometida na proliferacdo
das espermatogbnias Aindiferenciadas, qU€ Originam o estoque comprometido a se diferenci-
ar em Ag, e das espermatogonias B, que originam o grupo de espermatocitos comprome-
tidos com a meiose. Algumas espermatogonias B e espermatdcitos em preleptéteno fo-
ram vistos afastados da lamina basal e outros no compartimento intermediario. Na tran-
sicdo das fases proliferativa e meiotica, houve um primeiro momento de apoptose que
reduziu o nimero de espermatocitos primarios em preleptoteno. Depois, 0s espermato-
citos primarios em paquiteno foram completamente eliminados a partir do estadio es-
permatogonial 5. Os resultados confirmam a importancia das pontes intercelulares na
sincronizacao das células germinativas e coordenacgédo de eventos criticos como diferen-
ciagdo em A1 e meiose.

Palavras-chave: testiculos, pontes intercelulares, espermatogonias, cinética, TEX14.



ABSTRACT

Intercellular bridges are cytoplasmic channels that interconnect clones of germ cells in a
syncytium. It has been predicted that the intercellular bridges have a fundamental role in
the communication and synchronization of the germ cells, mediating the transit of apop-
totic and mitotic signals between spermatogonial clones and for coordinating the entry
into meiosis. Tex14 knockout mice are genetically unable to produce the protein
TEX14. This protein is essential for the maintenance of the intercellular bridges and its
absence results in sterility. Previous studies on Tex14 knockout mice did not investigate
details of the proposed roles attributed to the intercellular bridges by morphological
approaches. Hence, the present study evaluated the intercellular bridges participation in
the seminiferous epithelial synchronism using high-resolution light microscopy
(HRLM), immunohistochemistry (bromodeoxyuridine — BrdU — for detection of pro-
liferating cells in living tissues) and transmission electron microscopy (TEM). The
spermatogonial morphology was not affected by the lack of intercellular bridges, but
spermatogonial kinetics was impaired in the proliferation of the Aundifferentiated SPErmato-
gonia, which generate the pool committed to differentiate to Ai, and B spermatogonia,
that generate the pool of spermatocytes committed to meiosis. Some B spermatogonia
and the preleptotene spermatocytes were seen far from the basal lamina and others in
the intermediated compartment. In the transition of proliferative and meiotic phases,
there was a first moment of apoptosis that reduced the number of preleptotene primary
spermatocytes. Afterwards, pachytene primary spermatocytes were completely depleted
from spermatogonial stage 5 onwards. The results confirm the importance of intercellu-
lar bridges in the synchronization of the germ cells and coordination of the critical
events like differentiation into A1 and meiosis.

Keywords: testes, intercellular bridges, spermatogonia, kinetic, TEX14.
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1. INTRODUCAO

A citocinese € o processo de separacdo fisica do citoplasma de uma célula parental em
divisdo celular, que culmina com a origem de duas células-filhas individualizadas
(Mishima, 2016). Esse processo é essencial para a proliferacdo celular e para o desen-
volvimento embrionario (Mishima, 2016) e ocorre quando células somaticas ou germi-
nativas passam pela mitose e originam duas células-filhas diploides, ou quando células
germinativas passam pelas meioses | e Il, e originam quatro células-filhas haploides
(Cooper, 2000).

Em mamiferos machos (Greenbaum et al., 2006) e fémeas durante a fase embrionéaria
(Greenbaum et al., 2009), as células germinativas em mitose e meiose ndo completam a
citocinese. Ao invés disso, uma conexdo citoplasmatica de 0,5 a 3,0um de diametro
(Weber e Russell, 1987), a qual foi atribuido o nome de ponte intercelular (Fawcett et
al., 1959), se mantém estavel entre as células-filhas (Revisado por Greenbaum et al.,
2011). As células-filhas conectadas por pontes intercelulares formam sincicios, que
mantém uma cinética de diferenciacdo sincronizada (Fawcett, 1961; Zamboni e Gondos,
1968).

No epitélio seminifero, as pontes intercelulares permanecem conectando as células ger-
minativas em sincicios por quase toda a espermatogénese. Prestes a ocasido da espermi-
acdo, que € o processo de desprendimento dos espermatozoides do epitélio seminifero e
sua liberacdo individual no limen dos tabulos seminiferos, as pontes intercelulares sdo
eliminadas juntamente com os corpos residuais, que sdo porcoes de citoplasma de es-
permatides em processo final de maturacdo (Russell et al., 1990).

Em camundongos, as espermatogonias-tronco sdo originadas logo apds o nascimento, a
partir da diferenciacdo dos gonocitos. Elas sdo conhecidas como espermatogdnias do
tipo Aisolada, devido & auséncia de conexdes citoplasmaticas com quaisquer outras es-
permatogonias. As espermatogobnias-tronco sdo capazes de manter seu proprio estoque
através do processo de autorrenovacdo. Alternativamente, elas podem se dividir e origi-
nar duas células-filhas conectadas por uma ponte intercelular estavel (Apareada). A per-
manéncia desta ponte intercelular indica que tais células iniciaram seu comprometimen-
to com o processo de diferenciacdo em espermatozoides (Weber e Russell, 1987). Du-
rante a espermatogénese de camundongos, ha até dez sequéncias de mitoses espermato-
goniais antes das meioses | e Il (Chiarini-Garcia e Russell, 2002) e uma ponte intercelu-
lar se forma a cada divisao celular (Weber e Russell, 1987).

A descoberta da proteina TEX14 como componente essencial para a formacdo das pon-
tes intercelulares em mamiferos (Greenbaum et al., 2006) e a disponibilidade de um
modelo experimental knockout para o gene codificador da TEX14, os camundongos
Tex14™7 (Wu et al., 2003), despertaram para a possibilidade de se elucidar a funcio des-
sas estruturas secularmente instigantes.
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Os estudos em camundongos Tex14” mostraram que as pontes intercelulares sdo essen-
ciais para a fertilidade nos machos. Sua auséncia acarreta interrupcdo da espermatogé-
nese na fase meidtica (Greenbaum et al., 2006, 2009, 2011). Contudo, ndo esté elucida-
do se tal interrupcdo estaria ou ndo relacionada a perda do sincronismo dos clones de
células germinativas. A proposta de que as pontes intercelulares sdo fundamentais para
a comunicacdo e o sincronismo dos clones de células germinativas vem sendo lancada
h& mais de meio século (Fawcett et al., 1959), e segue sem comprovacao.

Desta forma, o presente trabalho teve como objetivo avaliar a cinética e o sincronismo
das diferentes populacdes de células germinativas do testiculo de camundongos com
auséncia da proteina TEX14 (Tex14™"), com énfase nas células da linhagem espermato-
gonial, utilizando como técnicas histolégicas a microscopia de luz de alta resolugdo
(High Resolution Light Microscopy - HRLM) e a imunoistoquimica com BrdU.

2. HIPOTESE
A auséncia das pontes intercelulares altera a cinética e o sincronismo dos clones de cé-
lulas germinativas ao longo da espermatogénese.

3. OBJETIVOS
3.1. Objetivo geral:

Avaliar o comportamento das espermatogénias na auséncia de pontes intercelulares.

3.2. Objetivos especificos:

Verificar se a auséncia de pontes intercelulares altera a morfologia, o nimero, a cinética
e o sincronismo das células germinativas, com énfase nas espermatogonias;

Averiguar se a auséncia de pontes intercelulares altera o namero de mitoses espermato-
goniais, por meio de analises morfométricas e de marcacédo de proliferacdo celular;

Avaliar se a auséncia de pontes intercelulares altera o namero de apoptoses de esperma-
togonias e espermatdcitos primarios em preleptdteno.

12



4. REVISAO DE LITERATURA

4.1. A morfologia da espermatogénese em camundongos

O parénquima testicular de camundongos e demais mamiferos é constituido por dois
compartimentos interdependentes, denominados tubular e intersticial. Basicamente, no
compartimento tubular, as células de Sertoli sustentam a espermatogénese, processo de
proliferacdo e diferenciacdo das células germinativas em espermatozoides. O comparti-
mento intersticial é a principal fonte de testosterona do organismo, devido a sua produ-
cao pelas células de Leydig, sendo também responsavel pela irrigacdo sanguinea, nutri-
cao e defesa imune dos testiculos (Russell et al., 1990).

O grupo de células germinativas que compde o epitélio seminifero de camundongos é
formado, em ordem de diferenciacdo, por espermatogonias, espermatocitos, espermati-
des, e espermatozoides (Russell et al., 1990). As espermatogonias sdo células germina-
tivas diploides, responsaveis pela manutencdo e amplificagdo do namero (grupo) de
células germinativas comprometidas com a espermatogénese. Elas residem no ambiente
basal dos tubulos seminiferos, onde tém livre acesso as substancias provenientes da irri-
gacdo sanguinea local (de Rooij e Russell, 2000).

A espermatogonia Aisolada (Ais) € a célula-tronco responsavel pela reposicéo do grupo de
células-tronco espermatogoniais, através do processo de autorrenovacao, e também por
gerar as espermatogonias Apareadas (Apr), dando inicio a fase proliferativa da espermato-
génese (Weber e Russell, 1987) (Fig.1). As espermatogbnias Apr consistem em um par
de células-filhas conectadas por uma ponte intercelular estavel. Por até quatro mitoses
sucessivas, essas células geram as espermatogonias Aaiinhadas (Aal), formando sincicios
de 4, 8, 16 e eventualmente 32 células. Nos estadios VII e VIII do ciclo do epitélio se-
minifero, as espermatogonias Aa Se diferenciam sincronicamente em espermatogonias
do tipo A: (de Rooij, 1998). Posteriormente, em prosseguimento a fase proliferativa da
espermatogénese, por uma divisao mitdtica as espermatogénias A; originam Az; A ori-
ginam Aas; Az originam A4; A4 originam Intermediarias (In); In originam B; e B originam
0s espermatdcitos primarios (Revisado por de Rooij, 2004; Yoshida 2012).

As espermatogonias Ais, Apr € Aa compdem o grande grupo das espermatogdnias Alindife-
renciadas (Aind). Originalmente, elas foram assim agrupadas por apresentarem caracteristi-
cas morfologicas pouco evidentes de diferenciacdo celular (Huckins, 1971). Mesmo
utilizando método morfoldgico de alta resolucéo (Chiarini-Garcia e Russell, 2001), veri-
ficou-se que essas espermatogbnias sao semelhantes entre si. Seu nucleo tem formato
oval ou achatado, com heterocromatina de baixa densidade, que se intervala com areas
claras de eucromatina, resultando em uma aparéncia “manchada”. Vactolos nucleares
podem estar presentes, bem como um ou dois nucléolos pequenos e irregulares. O cito-
plasma tem baixa densidade.
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Figura 1. Esquema representativo da fase proliferativa da espermatogénese em camundongos. Essa fase é
caracterizada pela amplificacdo do nimero de espermatogbnias por mitoses sucessivas (cabecas-de-seta).
A espermatogbnia-tronco Aislada (Ais) € capaz de manter seu préprio estoque nos testiculos através do
processo de autorrenovacdo (seta curva). Alternativamente, ela origina as demais geracfes de espermato-
gdnias comprometidas com o processo de diferenciacdo em espermatozoides: Apareadas (Apr), Aalinhadas (Aat)
em sincicios de 4, 8 e 16 células, A1, A, As, A4, Intermediéria (In) e B. Ao todo, 9 a 10 sequéncias de
mitoses espermatogoniais resultam em até 1024 espermatdcitos primarios. A seta reta representa o pro-
cesso de diferenciacdo das espermatogénias Auaiinnadas €M €Spermatogonias Az, que ocorre nos estadios VII
e VIII do ciclo do epitélio seminifero, e ndo envolve divisdo celular (de Rooij e Grootegoed, 1998; de
Rooij e Russell, 2000).
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As demais espermatog6nias compdem o grande grupo das diferenciadas, e podem ser
distinguidas entre si com 0 uso da HRLM (Chiarini-Garcia e Russell, 2001; Chiarini-
Garcia e Meistrich, 2008). Elas possuem nucleo com formato oval, contendo um a trés
nucléolos, e citoplasma de densidade baixa a moderada. Podem ser diferenciadas entre
si pela quantidade de heterocromatina presente na borda interna do nacleo (Fig.1). Nas
espermatogonias A1, a heterocromatina é discreta e quase imperceptivel. Nas esperma-
togbnias Az, flocos de heterocromatina ocupam menos de 10% da borda interna do ni-
cleo. Nas espermatogobnias As, As e In, esses flocos ocupam, respectivamente, 10-25%,
30-70% e 70-100% da borda interna do nucleo. Nas espermatog6nias B, flocos mais
espessos e arredondados de heterocromatina se distribuem periodicamente ao longo da
borda interna do nucleo (Chiarini-Garcia e Russell, 2001).

As espermatogbnias Aing Se distribuem preferencialmente em nichos do epitélio semini-
fero, adjacentes a vasos sanguineos intersticiais (Chiarini-Garcia et al., 2001) e coexis-
tem com as demais células germinativas, sem especificidade. Ja as espermatogbnias
diferenciadas sdo observadas em segmentos com associacdes celulares especificas ou
estadios celulares (Meistrich e Hess, 2013). Em camundongos, o ciclo do epitélio semi-
nifero pode ser dividido em 12 estadios com associagdes celulares especificas (Fig.2).
Para a separacdo do processamento espermatogénico em estadios, classicamente € ado-
tado o sistema acrossémico, que se baseia na morfologia do acrossoma das espermatides
em diferenciacdo (Russell et al., 1990).

A fase seguinte da espermatogénese € a meidtica. Os espermatocitos primarios se prepa-
ram para dar inicio a meiose, com a imediata duplicacdo de seu DNA. Na microscopia
de luz, essas células sdo observadas em preleptoteno, que é a etapa final da fase-S do
ciclo celular. Quanto a sua morfologia, 0s espermatdcitos em preleptéteno (PL) sé@o se-
melhantes as espermatogdnias B, porém tém didmetro 30% menor e possuem menos
heterocromatina ao longo da borda interna do nicleo (Russell et al., 1990).
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Figura 2. Desenho esquematico das associacdes entre células germinativas nos 12 estadios acrossémicos do ciclo do epitélio seminifero em camundongos
(Baseado em: de Rooij, 1998; Russell et al., 1990). As associacdes entre as células germinativas estdo aqui apresentadas em composicoes lineares, entre as
células de Sertoli (S). As cabecas de seta mostram as mitoses espermatogoniais € a seta reta mostra o processo de diferenciacdo das espermatogénias Aai.
nhadas (Aal) €m A1 Nos estadios VIII a X, observa-se a translocacdo dos espermatécitos primérios do ambiente basal para o adluminal. Jung@es de ocluséo
(=) entre as células de Sertoli adjacentes delimitam os dois ambientes (Smith e Braun, 2012). As espermatogdnias Aindiferenciadas (Aind), A1, Az, Az, A, Inter-
mediéaria (In) e B repousam sobre a lamina basal. As espermatogbnias Aind podem ser encontradas em qualquer um dos estadios. Demais células: Esperma-
tocitos priméarios em preleptdteno (PL), leptéteno (L), zigéteno (Z), paquiteno (P) e dipléteno (D), espermatdcitos secundarios (E2) e espermatides (1 a 16).
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A meiose | se processa em quatro fases, de acordo com os eventos principais de parea-
mento, alinhamento central, distribui¢do e separacdo dos cromossomos homélogos, de-
nominadas, respectivamente: profase, metafase, anafase e telofase. A fase mais longa da
meiose | é a préfase. Ela possui quatro etapas, e 0s espermatocitos em curso de cada
uma dessas etapas podem ser distinguidos entre si por microscopia de luz: leptdteno (L),
zigbteno (2), paquiteno (P) e dipléteno (D) (Russell et al., 1990).

Ao longo da préfase os espermatdcitos primarios aumentam progressivamente de tama-
nho. Na transicdo de preleptéteno para leptteno, 0s cromossomos comegam a se con-
densar e deixam a cromatina com a aparéncia de “linhas finas” no nicleo. Durante essa
transicdo, os espermatdcitos também perdem o contato com a lamina basal, assumem
um formato mais arredondado e se movem em direcdo apical no epitélio seminifero
(Fig.2). Na etapa de zigdteno, eles iniciam o pareamento dos cromossomos homdlogos,
que sdo visualizados como “linhas” de cromatina mais densas no ndcleo. Posteriormen-
te, 0s espermatocitos progridem para a etapa de paquiteno, que é a mais duradoura da
profase | (duracdo acima de uma semana) (Russell et al., 1990).

No paquiteno, os cromossomos homdlogos se tornam completamente pareados e pas-
sam por um processo de permuta de sequéncias de bases de DNA, que aumenta a varia-
bilidade genética dos futuros gametas. Esse processo é conhecido como crossing-over.
Na microscopia de luz observa-se o aumento significativo do nucleo dos espermatocitos
primarios na etapa de paquiteno. Consequentemente, 0S cromossomos sao observados
cada vez mais dispersos no nucleo. Por fim, na etapa de dipléteno, os pares de cromos-
SOmos se separam, exceto na regido dos quiasmas. Os espermatdcitos em diploteno séo
semelhantes aqueles em final de paquiteno, porém tém tamanho ainda maior. As demais
fases da meiose | (metafase, anafase e teldfase) se processam na sequéncia e ocorrem,
comparativamente a profase, em um tempo muito curto (Russell et al., 1990).

Quando os espermatdcitos primarios estdo na transicdo de preleptoteno para leptéteno,
eles sofrem translocacdo do ambiente basal do epitélio seminifero para o adluminal. A
delimitacdo desses ambientes é feita pelas juncdes de ocluséo entre as células de Sértoli
(juncdes Sértoli-Sértoli), que as possibilitam controlar o milieu em que as células ger-
minativas sdo mantidas no ambiente adluminal. A translocacgéo se inicia com a forma-
cao de uma nova juncdo de oclusdo Sertoli-Sertoli abaixo dos espermatocitos que perde-
ram contato com a ldmina basal. Quando essa juncdo se forma completamente, aprisiona
0s espermatdcitos em leptéteno em um ambiente transitério, chamado de ambiente in-
termediario (Fig.2). Posteriormente, a antiga juncdo de oclusdo Sertoli-Sertoli, que ha-
via acima dos espermatdcitos e os mantinha no ambiente basal, se desfaz. Assim, a
translocacdo dos espermatdcitos primarios para o ambiente adluminal se completa
(Smith e Braun, 2012).

Com a finalizacdo da meiose | sdo gerados os espermatocitos secundarios. Estes, por

sua vez, passam pela meiose |1, e originam as espermatides do passo 1. Os espermatéci-
tos secundarios sdo células efémeras e por isso sdo observados com pouca frequéncia na
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microscopia de luz. Eles podem ser diferenciados das espermatides do passo 1 por apre-
sentarem didmetro 30 a 70% maior e heterocromatina indistinta (Russell et al., 1990).

A (ltima fase da espermatogénese é a espermiogénese, que se caracteriza pela matura-
cao das espermatides haploides em espermatozoides. Em camundongos, as espermatides
passam por 16 passos de diferenciacdo morfolégica ao longo da espermiogénese
(Fig.2). Durante essa fase elas desenvolvem o acrossoma e o flagelo e ocorre a compac-
tacdo da cromatina no nlcleo e a eliminacdo de por¢des desnecessarias de citoplasma,
denominadas corpos residuais (Russell et al., 1990).

Todos os eventos mencionados da espermatogénese (ciclo do epitélio seminifero) tém
duracéo de aproximadamente 39,15 dias nos camundongos (de Rooij, 1998).

4.2. Pontes intercelulares: historico e funcéo

A existéncia de “processos” conectando células testiculares foi descrita por Sertoli, em
1877 e também por Ebner em 1888, dois séculos atrés (Greenbaum et al., 2011). No
final da década de 1950, descobriu-se que esses “processos” se tratavam de pontes cito-
plasmaticas, que interconectavam grupos de células germinativas, em desenvolvimento
sincronico (Revisado por Fawcett, 1961). Aproximadamente trés décadas depois, a es-
trutura bésica da ponte intercelular foi descrita: um canal com “parede” interna elétron
densa e que se compde predominantemente de actina (Russell et al., 1987). Contudo, os
mecanismos moleculares da formacdo das pontes em mamiferos s6 comecaram a ser
descobertos recentemente (Topico 4.3).

E conhecido que as pontes intercelulares sdo fundamentais para a fertilidade de mamife-
ros machos (Greenbaum et al., 2006). No entanto, sua funcéo nos testiculos permanece
alvo de especulactes (Greenbaum et al., 2011). Acredita-se que as pontes intercelulares
possibilitem o compartilhamento de sinais essenciais para o sincronismo das mitoses
espermatogoniais (Fawcett et al., 1959; Huckins e Oakberg, 1978; Ren e Russell, 1991)
e para a entrada coordenada dos espermatdcitos primarios em meiose (Stanley et al.,
1972; Robinson e Cooley, 1996). Em fémeas, na fase embrionaria e neonatal, também
se observam pontes intercelulares entre oogbnias e odcitos, e 0s grupos celulares se di-
ferenciam sincronicamente (Zamboni e Gondos, 1968; Greenbaum et al., 2009).

Outra hipdtese seria o compartilhamento de produtos génicos entre espermatides haplo-
ides, possibilitando-as permanecer fenotipicamente equivalentes. RNA mensageiro
(mRNA) e proteinas sdo distribuidos igualmente entre essas células através das pontes
intercelulares (Braun et al., 1989), inclusive mRNA codificados por genes ligados ao
sexo (Morales et al., 2002). Organelas também foram observadas em transito através
das pontes intercelulares de espermatides (Ventela et al., 2003) e de oogbnias e odcitos
(Zamboni e Gondos, 1968).
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Por fim, trabalhos sugerem que as pontes intercelulares podem atuar no compartilha-
mento de sinais de apoptose, que possibilitam a morte celular programada da maioria
dos odcitos durante o periodo fetal ou neonatal (Zamboni e Gondos, 1968), a eliminacéo
de clones de células germinativas com mutagdes prejudiciais (LeGrand, 2001) e a regu-
lacdo do numero de células germinativas nos testiculos, através da morte celular pro-
gramada de espermatogonias dos tipos Az, As e A4 (de Rooij, 2001; Harmer et al.,
2003).

4.3. Citocinese e formacédo das pontes intercelulares em células germinativas

A citocinese é o0 processo de separacdo fisica do citoplasma de uma célula parental que
finaliza a divisdo celular e possibilita a origem de duas celulas-filhas individualizadas
(Mishima, 2016). Esse processo se inicia na anafase e finaliza na tel6fase, quando o
nucleo das células-filhas esta em intérfase. Morfologicamente, comegca com o apareci-
mento do sulco de clivagem na superficie da célula. A medida que o ciclo celular pro-
gride da anafase para a telofase, o sulco de clivagem se aprofunda, até dividir comple-
tamente a célula parental em duas células-filhas (Alberts et al., 2002).

Considera-se que a citocinese tem quatro etapas: iniciacdo, contracdo, insercdo de
membrana e conclusdo. Na primeira etapa, 0s microtubulos orientados por proteinas da
matriz do fuso mitdtico especificam o local da montagem do anel contratil no inicio da
anafase. Posteriormente, na etapa de contracao, eles ddo estabilidade ao avan¢o do sulco
de clivagem ate a telofase (Werner e Glotzer, 2008; Mishima, 2016).

O anel contratil é estrutura que fornece a forca mecanica para o aprofundamento do sul-
co de clivagem. Ele se forma na superficie interna da célula, e se constitui de arranjos
sobrepostos de filamentos de actina e miosina Il. Simultaneamente a contracao, exten-
sbes de membrana sdo inseridas nas adjacéncias do anel contratil por fusdo de vesiculas
intracelulares. Essa insercdo € necessaria para compensar o aumento da area de superfi-
cie que acompanha a divisdo do citoplasma. Ao final da tel6fase a membrana plasmatica
do sulco de clivagem se estreita para formar o corpo mediano. Essa estrutura persiste
como uma fina ligacdo entre as células-filhas e contém os restos do eixo central, que
agora é composto por dois conjuntos de microtubulos antiparalelos e sobrepostos, em-
pacotados firmemente, no interior de um material de matriz densa. A citocinese é entdo
concluida com a absciséo do corpo mediano (Alberts et al., 2002).

Nas células germinativas, ndo ha abscisdo do corpo mediano ao final da tel6fase. O que
ocorre é a conversdo do corpo mediano em uma ponte intercelular estavel. Essa conver-
sdo € mediada por uma proteina da matriz do fuso mitético, denominada Testis-
Expressed Gene 14 (TEX14) (Greenbaum et al., 2007).

A proteina TEX14 é uma quinase inativa essencial para a formacao das pontes interce-

lulares entre as células germinativas de mamiferos machos (Greenbaum et al., 2006) e
fémeas na fase embrionaria (Greenbaum et al., 2009). Basicamente, a sequéncia da pro-
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teina consiste de trés repeti¢des anquirina em seu N-terminal, um dominio central seme-
Ihante & quinase e um motivo em zipper de leucina em seu C-terminal. As unidades re-
petidoras de anquirina podem estar envolvidas na ancoragem de proteinas reguladoras
especificas (Wu et al., 2003). O dominio kinase €é inativo (Greenbaum et al., 2011) e 0
motivo em zipper de leucina pode representar um motivo de dimerizacdo (Wu et al.,
2003).

A proteina TEX14 é um componente estrutural das pontes intercelulares, que se co-
localiza nessas pontes, com outras proteinas conhecidamente envolvidas na citocinese
de células somaticas: a Mitotic Kinesin-Like Protein 1 (MKLP1), a Male Germ Cell Rac
GTPase-activating protein (MgcRacGAP) (Greenbaum et al, 2007) e a Centrosomal
Protein 55-KDa (CEP55) (lwamori et al., 2010).

As proteinas MKLP1 e a MgcRacGAP formam um complexo conhecido como cen-
tralspindlin, que se localiza no fuso mitético, mais especificamente na matriz dos mi-
crotibulos centrais. Esse complexo recruta proteinas que atuam na especificacdo do
plano de clivagem (Mishima et al., 2016). No corpo mediano, que é a comunicagao ci-
toplasmatica transiente que resta entre as células-filhas ao final da telofase (Alberts et
al., 2002), o complexo centralspindlin atua no recrutamento de proteinas efetoras da
abscisdo, dentre elas a CEP55 (Mishima et al., 2016).

Iwamori et al. (2010) mostrou que proteina TEX14 interage fortemente com a CEP55
atraves da regido N-terminal, onde estdo presentes varios dominios espiralados. Devido
a forte interacdo, os autores sugerem que a expressao preferencial da proteina TEX14
nas células germinativas bloqueia a CEP55, por ligacdo competitiva. Dessa forma, a
CEP55 fica impossibilitada de executar seu papel no corpo mediano. Em células somé-
ticas, esse bloqueio impossibilita a abscisdo do corpo mediano, e em consequéncia sdo
geradas células multinucleadas (Iwamori et al., 2010).

Ao longo da espermatogénese ocorre aumento do didmetro das pontes intercelulares,
sugerindo que fatores extras sao adicionados (Greenbaum et al., 2011). Um deles € a
RNA Binding Motif Protein 44 (RBM44), que compde a ponte intercelular de esperma-
tocitos primarios na fase de paquiteno e de espermatdcitos secundarios. Especula-se que
a RBM44 possa mediar o transporte de RNA entre as células-filhas, através das pontes
intercelulares. Contudo, essa proteina nao é essencial para a estabilidade das pontes in-
tercelulares ou para a fertilidade (Iwamori et al., 2011).

4.4. Consequéncias da auséncia das pontes intercelulares na espermatogénese de ca-
mundongos TEX-14

Camundongos heterozigotos para Tex14 (genotipo Tex14*") mantém pontes citoplasma-
ticas entre as células germinativas e espermatogénese normal, como os selvagens. De
modo contrario, camundongos knockout Tex14 (genétipo Tex14”") sdo geneticamente
incapazes de produzir a proteina TEX14 e, consequentemente, ndo apresentam pontes
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citoplasmaticas entre as células germinativas. Nestes camundongos, a espermatogénese
é interrompida na fase meidtica (Greenbaum et al., 2006).

Contudo, a fase proliferativa da espermatogénese (Fig.1) parece ndo ser influenciada
pela auséncia de pontes intercelulares. Greenbaum et al. (2006) verificaram que em ca-
mundongos Tex14”- de 10 e 14 dias de idade, nio ha diferenca no nimero de esperma-
togdnias marcadas pelo 5-bromo-2'-deoxiuridina (BrdU), que é um marcador da fase-S
do ciclo celular. Aos 21 dias de idade, ndo ha alteracdo no nimero de células marcadas
pela proteina Promyelocytic Leukaemia Zinc Finger (PLZF), que ¢ um marcador de
espermatogonias indiferenciadas, e ndo ha diferenca na expressdo de mRNA de KIT
(Tyrosine Kinase Receptor) nos testiculos, que € um marcador de espermatogonias dife-
renciadas (Greenbaum et al., 2006).

Ja as oito semanas de idade, observa-se nos testiculos de camundongos Tex14”" maior
expressdo de mRNA de marcadores de espermatogénias indiferenciadas, como mRNA
de PLZF (Ilwamori et al., 2012), e de espermatogdnias diferenciadas, como mRNA de
KIT (Greenbaum et al., 2006; lwamori et al., 2012). E proposto que tal aumento da ex-
pressdo de KIT as oito semanas de idade seja decorrente de enriquecimento relativo de
espermatogonias frente a perda de espermatdcitos e a auséncia de espermatides (Green-
baum et al. 2006).

Entretanto, a analise de marcadores ndo se acompanhou de um estudo morfologico deta-
Ihado das espermatogdnias no epitélio seminifero de camundongos Tex14”. Esse estudo
pode ajudar a esclarecer como tais células se comportam na auséncia de pontes interce-
lulares, constituindo-se o objetivo geral da presente tese.

5. MATERIAL E METODOS
5.1. Animais

Foram utilizados um total de sete camundongos adultos da linhagem S129/C57 com 84
dias de idade para estudos morfolégicos e morfométricos sob HRLM e seis camundon-
gos com 56 dias de idade para estudos da proliferacdo espermatogonial com BrdU. Os
procedimentos utilizados nestes estudos foram aprovados pelo M.D. Anderson Cancer
Center Institutional Animal Care and Use Committee, conforme regulamenta a Ameri-
can Association for the Accreditation on Laboratory Animals Care.

Para os estudos sob HRLM, trés camundongos foram heterozigotos (Tex14*") e quatro
foram homozigotos ou knockout (Tex14”) enquanto para avaliacio da proliferacio es-
permatogonial, dois foram Tex14*" e quatro foram Tex14™.

Estes animais foram preparados pelo Prof. Dr. Martin Matzuk, da Baylor College of

Medicine da University of Texas (Houston) e cedidos para o Department of Experimen-
tal Radiation Oncology do MD Anderson Cancer Center, também da University of Te-
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xas (Houston), coordenado pelo Prof. Dr. Marvin L. Meistrich. Neste laboratdrio os
testiculos destes animais foram fixados conforme objetivos especificos (como descrito
abaixo) e os fragmentos encaminhados para o Laboratério de Biologia Estrutural e Re-
producédo do ICB/UFMG, onde foram processados e analisados.

5.2. Processamento Histoldgico para HRLM e Microscopia Eletrénica de Transmissdo

Os camundongos foram submetidos ao processo de fixacao testicular por perfuséo intra-
cardiaca. Para isso, foram primeiramente tratados com injecdo intraperitoneal de
125Ul/kg de heparina (Liquemine, Roche) e anestesiados quinze minutos depois com
injegdo intraperitoneal de 30mg/kg de tiopental (Thiopentax, Cristalia). Em seguida,
tiveram seu leito vascular perfundido com solucdo salina e depois com solucdo fixadora
de glutaraldeido 5% em tampao cacodilato 0,05M (pH 7,4), conforme descrito por Chia-
rini-Garcia e Meistrich (2008). Posteriormente, os testiculos foram removidos, cortados
em fragmentos de aproximadamente 1 mm de espessura e armazenados em tampdo ca-
codilato 0,05M (pH 7,4) a 4°C até a inclusdo. Nessa etapa, os testiculos foram pos-
fixados em uma mistura de 1% de tetroxido de 6smio (p/v) e 1,25% de ferrocianeto de
potassio (p/v), desidratados em gradientes de concentracéo crescente de etanol e infil-
trados e embebidos em resina Araldite 502. Secc¢des de 1um de espessura foram obtidas
e coradas com corante azul de toluidina-borato de sodio para avaliagdo do tecido sob
HRLM. Desses blocos também foram obtidas seccdes ultrafinas para avaliacdo do teci-
do sob microscopia eletrénica de transmisséo.

5.3. Marcacéo pelo BrdU

Marcacdo com BrdU foi usada em adi¢cdo a HRLM para estudar a proliferacdo das es-
permatogbnias (Shuttlesworth et al., 2000). Os camundongos Tex14*" e Tex14” recebe-
ram injecdo intraperitoneal de BrdU (60 mg/kg de peso corporal; Sigma, B5002). Uma
hora depois, 0s animais foram anestesiados com injecao intraperitoneal de 30 mg/kg de
tiopental (Thiopentax, Cristalia) e tiveram seus testiculos removidos e fixados por imer-
sdo em etanol 70%. Posteriormente, os testiculos foram cortados em pequenos fragmen-
tos e embebidos em resina glicol metacrilato (Historesin, Leica) (Chiarini-Garcia et al.,
2011). Desses blocos foram obtidas sec¢bes de 5 um de espessura para montagem das
laminas. Elas foram coradas por imersdo em H20O, 0,6% por 5 min, e lavadas em agua
destilada por mais 5min. Posteriormente, as laminas foram tratadas com protease 0,1%
por 1h, lavadas com tampéo salina e expostas ao 2N HCI por 50 min, para recuperacéo
do antigeno. A reacdo foi entdo neutralizada pela imersdo das laminas em borato de
sodio 0,1M por 2min. Na sequéncia, as laminas foram bloqueadas com 10% de soro de
cavalo em tampéo fosfato salino contendo 0,02% de triton-X100 (PBSt) por 30min, a
37° C. Depois elas foram incubadas com o anticorpo primario (B44, 1gG: purificada
anti-BrdU, BD Biosciences, 347580) por 1h, a 37° C; o controle negativo recebeu ape-
nas soro de cavalo. As laminas foram lavadas em PBSt duas vezes, por 5 min, e incuba-
das com o anticorpo secundario biotinilado anti-camundongo (Vector Laboratories,

22



PK6102; diluicdo 1:1000) por 30 min, a 37° C. Posteriormente, foram tratadas com o kit
ABC, de acordo com as recomendacdes do fabricante. Finalmente, as laminas foram
tratadas com diaminobenzidina (DAB-kit, Vector Laboratories, SK4100), contracoradas
com hematoxilina por 1min e lavadas em &gua de torneira por 5 min. Imagens foram
obtidas com o fotomicroscépio BX-51 e com a camera digital Q-Color 3 (Olympus,
Tokyo, Japan) para analise.

5.4. Avaliacéo do tecido sob HRLM

No estudo das laminas sob HRLM foi feita a contagem das espermatogoénias (Aing, Ax,
Az, Az, A4, In e B) (Chiarini-Garcia e Russell, 2001) e dos espermatocitos primarios nas
diferentes fases da préfase | (PL, L, Z, P e D) (Russell et al., 1990). As contagens foram
ajustadas por 100 nucléolos de células de Sertoli?, e pela correcdo de Abercrombie
(Abercrombie, 1946). Elas foram feitas em no minimo 60 secg¢des transversais e ligei-
ramente obliquas de tdbulos seminiferos por animal, analisadas aleatoriamente. O sis-
tema espermatogonial (Huckins, 1978) foi adotado para a classificagdo dos estadios do
ciclo do epitélio seminifero (Tab.1), em vez do classico sistema acrossomico (Russell et
al., 1990), devido a auséncia de espermatides em camundongos mutantes Tex14”. Tam-
bém foram feitas as contagens de mitoses espermatogoniais? e de apoptoses de esperma-
togbnias e espermatdcitos primarios em preleptoteno®, uma vez que tais eventos influ-
enciam a cinética das células germinativas. Os nimeros obtidos foram ajustados por 100
espermatogonias totais, para estabelecimento dos indices mitotico e apoptotico.

5.5. Avaliacao do tecido marcado pelo BrdU

No estudo das ldaminas marcadas pelo BrdU foi feita a contagem das espermatogdnias
marcadas (BrdU-positivas) e ndo marcadas (BrdU-negativas) em 40 seccOes transver-
sais de tubulos seminiferos. Posteriormente, foi determinada a porcentagem de esperma-
togdnias BrdU-positivas em cada seccao transversal de tubulo seminifero, para sua dis-
tribuicdo em até oito intervalos de classes (I* < 13%, 13% > 1% < 25%, 25% > I3 <38%,
38% > I* < 50%, 50% > I° < 63%, 63% > 1°< 75%, 75% >1" < 88%, 18> 88%). Essa
andlise teve o intuito de verificar possivel mudanca no padrdo de proliferacdo das es-
permatogdnias em camundongos knockout Tex14, por consequéncia da auséncia de pon-
tes intercelulares.

1 Em camundongos adultos, as células de Sertoli ndo se proliferam, estando presentes em niimero esta-
vel no epitélio seminifero (Vergouwen et al., 1991).

2 As espermatogbnias em mitose geralmente aparecem na HRLM como células com cromatina
condensada e localizagéo proxima da membrana basal dos tibulos seminiferos.

3 As apoptoses de espermatogonias e de espermatécitos em preleptdéteno normalmente aparecem na
HRLM como células com cromatina finamente granular em processo de escurecimento e fragmentacéo e
localizacao adjacente & membrana basal dos tibulos seminiferos.

23



Tabela 1. Classificacdo dos estadios do ciclo do epitélio seminifero com base no
sistema espermatogonial e comparagdo com o sistema-padrdo acrossdomico.

Estadios Definicdo de Adaptagdo Comparacao no
espermatogoniais | Huckins (1978) sistema acrossdmico
Presenca de esper- | A espermatogbnia A; é o principal tipo
1 matogonia Ay de espermatogbnia diferenciada no | Final VII - Meio IX
epitélio seminifero.
Presenca de esper- | A espermatogodnia A, é o principal tipo
2 matogo6nia A, de espermatogbnia diferenciada no | Final IX - Meio XI
epitélio seminifero.
Presenca de esper- | A espermatogodnia Az é o principal tipo
3 matogonia Az de espermatogbnia diferenciada no | Final XI - Meio |
epitélio seminifero.
Presenca de esper- | A espermatogodnia A4 é o principal tipo
4 matogonia As de espermatogbnia diferenciada no | Final I - Meio I1+I11
epitélio seminifero.
Presenca de esper- | A espermatogdnia In é o principal tipo
5 matogonia In de espermatogbnia diferenciada no | Final 11+l -Meio V
epitélio seminifero.
Presenca de esper- | A espermatogdnia B é o principal tipo
6 matog6nia B de espermatogbnia diferenciada no | Final V - Meio VII
epitélio seminifero.

Nota: Em caso de numeros iguais de dois ou mais tipos de espermatogbnias ou de presenca de espermato-
gbnias de ciclos diferentes no mesmo corte transversal, considerou-se, respectivamente, a espermatogonia
mais avangada no processo e a do ciclo mais recente para a classificacdo do estadio.

5.6. Analise Estatistica

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado. As variaveis foram avaliadas
por estatistica descritiva. Posteriormente, elas foram submetidas aos testes t de Student
para amostras independentes (na comparacdo de duas médias) ou a analise de variancia
e teste de Tukey. Os resultados foram apresentados como média + desvio padrdo e o
nivel de significancia foi de 5%.
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6. RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1. Morfologia das células germinativas

A microscopia de luz de alta resolucdo (High Resolution Light Microscopy - HRLM)
mostrou que a associacdo dos processos de fixacdo e de inclusdo utilizados na técnica
preservou adequadamente as estruturas do epitelio seminifero e possibilitou a observa-
cao acurada dos detalhes morfolégicos dos diferentes tipos de células germinativas.

A auséncia de pontes intercelulares estaveis nos camundongos Tex14™ n&o afetou signi-
ficativamente a morfologia do nucleo das espermatogbnias na HRLM, e possibilitou
classifica-las em Aing, A1, A2, Az, A4, In e B (Fig. 3), conforme preconizado por Chiari-
ni-Garcia e Russell (2001). A Unica alteracdo morfoldgica evidente em espermatog6-
nias, também observada em células germinativas mais avancadas, foi a exibi¢cdo de bi-
nucleacdo (Fig. 4A-C), mas as ocorréncias foram raras.

Figura 3. Morfologia das espermatogdnias nos testiculos de camundongos knockout Tex14. A morfologia
das espermatogbnias Aindiferenciadass A1, Az, As, As, Intermediaria e B se manteve em normalidade, apesar
da auséncia de pontes intercelulares. Aing = espermatogénia Aindiferenciada; IN = espermatogdnia intermedi-
ria; Espermatécitos primérios em preleptéteno (PL), lept6teno (L), zigéteno (Z) e paquiteno (P); S = célu-
la de Sertoli; Va = Vacuolo; Ap = célula germinativa em apoptose. Técnica: Microscopia de Luz de Alta
Resolugdo. Barra = 8um.
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Outra ocorréncia morfoldgica eventual foi a presenca de pares de espermatogonias e de
espermatdcitos primarios em preleptéteno unidos por uma estreita conexao citoplasma-
tica, no epitélio seminifero de camundongos Tex14" (Fig. 4D-F).

Segundo Alberts et al. (2002), no final da teléfase de células somaticas, o nlcleo das
futuras células-filhas retorna a interfase e elas permanecem transitoriamente unidas por
uma estreita conexdo citoplasmatica, denominada corpo mediano, até que sua abscisao
efetivamente conclui a citocinese. Greenbaum et al. (2007) mostraram que 0 corpo me-
diano se forma normalmente durante a citocinese de células germinativas nos camun-
dongos Tex14”. Contudo, 0 mesmo ndo & convertido em pontes intercelulares estaveis
devido a auséncia da proteina TEX14. Neste caso, a abscisdo do corpo mediano se pro-
cessa como ocorre em células somaticas (Greenbaum et al., 2006, 2007) ou o corpo
mediano eventualmente se desfaz sem que ocorra absciséo, levando a formacéo de célu-
las binucleadas, como demonstrado no presente trabalho.

E possivel que as conexdes citoplasmaticas encontradas na HRLM sejam simplesmente
0 corpo mediano de células germinativas em processo final de tel6fase. Tais conexdes
ndo sdo pontes intercelulares estaveis, pois estudos pormenorizados de imunoistoquimi-
ca e microscopia eletronica de transmissdo ndo encontraram indicios de sua presenga
nos camundongos knockout Tex14 (Greenbaum et al., 2006).

Alteracdo significativa de morfologia foi encontrada nos espermatécitos primarios de
camundongos Tex14". Na etapa de prelept6teno, espermatdcitos com escurecimento de
nucleo e citoplasma indicativo de apoptose foram frequentemente observados no epite-
lio seminifero (Fig. 4F). Na etapa de paquiteno, 19 + 10% das células exibiram altera-
¢cdes morfologicas, sendo que 40 = 24% delas apresentaram nucleo claro, evidenciando
condensacgdo anormal dos cromossomos (Fig. 5B) e as demais apresentaram alteracoes
tipicas de apoptose, como aglutinacéo e fragmentacdo de cromatina e de organelas, bem
como fragmentacdo de membranas (Fig. 5C).

Os espermatdcitos primarios em paquiteno foram progressivamente eliminados do epi-
télio seminifero por apoptose (detalhes no Topico 6.3), levando a interrupcdo da esper-
matogénese no inicio da fase meiotica. A morfologia dessas células se apresentou apa-
rentemente normal nos estadios espermatogoniais 3 e 4, mas nos estadios 5 e 6, a maio-
ria dos espermatocitos em paquiteno comecou a exibir alteracdes nucleares indicativas
de morte celular. Apoptoses em fases avancadas foram observadas nos estadios 1 e 2
(Fig. 5). Muitos vacuolos foram visualizados no epitélio seminifero em decorréncia da
deplecdo das células germinativas e da rapida reabsorcao de seus debris pelas células de
Sertoli (Figs. 3-5).
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permatog6nias e espermatide binucleadas. (D-E) Conexdes citoplasmaticas evidenciadas pelas cabecas de
seta, entre espermatog6nias A; e B e entre espermatdcitos primarios em preleptéteno com nucleo e cito-
plasma escurecido, aparentemente em processo de morte celular. (G-H) Espermétides redondas aparente-
mente normais e (C, 1) com alteragcbes morfoldgicas (binucleagdo e hipertrofia, respectivamente). S =
célula de Sertoli; Va = vaclolo; espermatdcitos primarios em preleptéteno (PL), zig6teno (Z) e paquiteno
(P); Lum = lumen; Et = esperméatide. Técnica: Microscopia de Luz de Alta Resolugdo. Barras = 10um.
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Figura 5. Epitélio seminifero de camundongos Tex14” nos estadios espermatogoniais 3, 6 e 1, onde séo
evidenciadas a morfologia e a deple¢do dos espermatdcitos primarios em paquiteno. (A) no estadio 3, os
espermatocitos primarios em paquiteno apresentam morfologia normal; (B) no estadio 6, apenas um es-
permatécito em paquiteno com morfologia normal e muitos vactolos sdo observados, devido a pronunci-
ada deplecdo dessas células nos estadios anteriores. Um paquiteno alterado, no qual os cromossomaos nao
aparecem com condensacdo normal, também pode ser observado proximo ao limen do tabulo seminifero
(cabeca de seta); (C) no estadio 1, nenhum espermatécito em paquiteno com morfologia normal é obser-
vado, somente um em apoptose avangada (cabega de seta). In = espermatogdnia indiferenciada; Esperma-
tocitos em leptéteno (L) e paquiteno (P); S = célula de Sertoli; Va = vacUolo; Mit = figura de mitose.
Técnica: Microscopia de Luz de Alta Resolugdo. Barra = 10um.

Em uma revisdo, de Rooij e Boer (2003) mostraram que camundongos mutantes ou ge-
neticamente modificados, com problemas de pareamento de cromossomos ou deficién-
cias nos mecanismos de recombinacéo e reparo de DNA, apresentam aumento de apop-
tose ou completa deplecéo de espermatdcitos primarios no estadio 1V do ciclo do epité-
lio seminifero. Segundo esses autores, nesse ponto ocorre a checagem da qualidade
(check point) dos espermatocitos primarios em paquiteno e a inducdo de apoptose em
células aberrantes. O estadio 1V equivale ao estadio espermatogonial 5, onde ocorre a
proliferacdo das espermatogonias In em B. O estadio 5 é justamente 0 momento a partir
do qual o nUmero de espermatdcitos primarios em paquiteno derradeiramente diminui
(p<0,05) nos camundongos Tex14” (detalhes no Topico 6.3, Fig. 11).

Em células somaticas, Mondal et al. (2012) mostraram que a proteina TEX14 ndo esta
relacionada somente com a funcdo do corpo mediano. Ela também é recrutada para os
cinetocoros no inicio da mitose, e sua deficiéncia resulta em bloqueio da ligacao bipolar
entre os cinetocoros e os microtubulos do fuso mitdtico, levando a instabilidade cro-
mossdmica e a defeitos de congressdo cromossdmica. No epitélio seminifero de camun-
dongos normais, a expressao de RNA mensageiro (MRNA) da proteina TEX14 foi mai-
or nos espermatocitos primarios em paquiteno que nas demais células germinativas (Wu
et al., 2003). Entretanto ndo é conhecido se a deficiéncia desta proteina também leva a
instabilidade cromossémica durante a meiose.

Eventualmente, um namero insignificante de espermatécitos conseguiu concluir as mei-
oses | e Il, sendo possivel observar raras espermatides arredondadas no epitélio semini-
fero, algumas aparentemente normais (Fig. 4G-H) e outras com alteracbes morfoldgicas
evidentes, como binucleacdo (Fig. 4C) e hipertrofia (Fig. 41).
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Portanto, as pontes intercelulares sdo dispensaveis a integridade e a sobrevivéncia das
espermatogdnias, mas sua auséncia nos camundongos Tex14” se associou com perda de
espermatdcitos primarios e infertilidade.

6.2. Localizacdo das células germinativas

Nos camundongos Tex14*", as espermatogonias foram observadas em localizag&o usual,
em contato com a lamina basal dos tubulos seminiferos (Fig. 6A). Contudo, nos camun-
dongos Tex14”, algumas espermatogdnias do tipo B e figuras de mitose estavam atipi-
camente posicionadas no epitélio seminifero, afastadas da lamina basal (Fig. 6B-C).
Alguns espermatdcitos primarios em preleptéteno também foram observados afastados
da lamina basal, préximos ao limen do epitélio seminifero (Fig. 6D). Adicionalmente, a
avaliacdo do epitélio seminifero de camundongos Tex14” por meio de microscopia ele-
tronica de transmissdo (MET) revelou a presenca de espermatocitos primarios em prele-
ptoteno no ambiente intermediario (Fig. 7).

A marcagédo pelo BrdU evidenciou claramente a perda da proximidade entre células
germinativas BrdU-positivas e a lamina basal, em algumas secg¢des transversais de tubu-
los seminiferos de camundongos Tex14™ (Fig. 8). No epitélio seminifero, o BrdU é in-
corporado ao ndcleo das espermatogdnias e dos espermatdcitos primarios em prelepto-
teno durante a fase-S do ciclo celular. O tempo de apenas uma hora, entre a administra-
cao de BrdU e a eutanasia dos animais, garantiu que as células marcadas, essencialmen-
te, fossem espermatogoénias e espermatdcitos em preleptoteno, que passaram pela fase-S
do ciclo celular, na dltima hora de vida.
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Figura 6. Localizacdo de espermatogdnias e de espermatdcitos primarios no epitélio seminifero de ca-
mundongos Tex14*" (A) e Tex14™ (B-D). (A) Espermatogdnias Aingiterenciadas € diferenciadas, e espermatd-
citos primarios em preleptoteno, localizados em posicédo usual, préximos a lamina basal. (B-D) Esperma-
togbnias B, figuras de mitose (Mit), e espermatocitos primarios em preleptéteno observados em posicio-
namento atipico, afastados da lamina basal. Aing = espermatogonia Aingiferenciada; ESpermatocitos primarios
em preleptéteno (PL), na transicdo de preleptéteno para leptéteno (PL/L) e em paquiteno (P). R7 = esper-
matide redonda do passo 7. S = célula de Sertoli. Técnica: Microscopia de Luz de Alta Resolucdo. Barra
= 10um.

Segundo Russell et al. (1990), as células de Sertoli iniciam a translocacdo dos esperma-
tocitos primarios do compartimento basal para o adluminal quando 0os mesmos estdo na
transicdo preleptéteno/leptoteno. Mas a formacdo do compartimento intermediario so-
mente se completa quando os espermatocitos estdo na fase de leptéteno, no estadio 1X
do ciclo do epitélio seminifero (Smith e Braun, 2012).

Assim, tanto a perda da proximidade entre espermatogdnias B e lamina basal, como a
presenca de espermatocitos em preleptéteno no compartimento intermediario sdo even-
tos aparentemente precoces nos camundongos Tex14™. No entanto, é possivel que esses
eventos ocorram no estadio esperado, envolvendo células germinativas assincronica-
mente posicionadas (em situacdo de atraso ao longo dos estadios espermatogoniais -
detalhes no Tépico 6.3). Outros estudos sdo necessarios para elucidar essa questao.
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Figura 7. Espermatocito primario em preleptéteno (PL) no ambiente intermediario do epitélio seminifero
de camundongos knockout Tex14. As cabecas de seta mostram as jun¢des de oclusdo Sertoli-Sertoli abai-
X0 e acima do PL, contendo-0 no compartimento intermediario. Célula de Sertoli (S) e célula midide (M).
Técnica: Microscopia Eletronica de Transmissdo. Barra = 4um.
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Figura 8. Marcagio de espermatogdnias pelo BrdU no epitélio seminifero de camundongos Tex14* (A e
B) e Tex14™ (C e D). As figuras B e D sdo maiores aumentos das areas circuladas nas figuras A e C,
respectivamente. (A-B) Células germinativas BrdU-positivas localizadas em posicdo usual (cabeca de
seta - B), em proximidade a Iamina basal (linha tracejada). (C-D) células germinativas BrdU-positivas
localizadas em posicionamento atipico (cabeca de seta - D), afastadas da ldmina basal (linha tracejada).
Aing = espermatogonia Aingiferenciada; P = €spermatocito primario em paquiteno; St = espermaétide. S = célula
de Sertoli. Técnica: Microscopia de Luz e imunomarcagdo com BrdU. Barras em preto = 38um. Barras
em branco = 10um.

6.3. Numero e cinética das células germinativas

Os ntmeros de espermatogoénias Aing/100 nucléolos de células de Sertoli foram estatisti-
camente semelhantes entre os testiculos de camundongos Tex14*" e Tex14”- (9,9 +3,8 ¢
8,6 + 3,6, respectivamente).

Especificamente em cada estadio espermatogonial, 0s nimeros de espermatogonias Aind
também foram estatisticamente semelhantes entre os camundongos Tex14*" e Tex14”,
exceto no estadio 6, onde esse numero foi significativamente menor (p<0,05) nos ca-
mundongos Tex14™ (Fig. 9A).
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Nos camundongos Tex14*", com espermatogénese semelhante aos selvagens, ocorreu
aumento esperado do nimero de espermatogdnias Aing dos estadios 2 a 6, seguido por
diminuicdo no estadio 1 (p<0,05) (Fig. 9A). Esse comportamento é normal e se deve,
respectivamente, a proliferacdo das espermatogbnias Aa e a sua diferenciacdo em A
(de Rooij, 2001). Contudo, as espermatogonias Aind N0 Se comportaram da mesma ma-
neira nos camundongos Tex14”. Nesses camundongos, 0 nimero de espermatogdnias
Aind N80 se alterou ao longo dos estadios espermatogoniais (p>0,05) (Fig. 9A).
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Figura 9. Cinética das espermatogdnias em camundongos Tex14*" e Tex14” ao longo dos estadios es-
permatogoniais. Em (A) sdo apresentados os nimeros de espermatog6nias Aindiferenciadas/ 100 nucléolos de
celula de Sertoli (Aing/200 NucS). Em (B) a cinética se inicia com os nimeros de Aing/100NucS nos esta-
dios 6° (P = ciclo precedente) e 1. Depois sdo apresentados os nlimeros de espermatogdnias diferenciadas
geradas ao longo dos estadios, acrescidos dos numeros de espermatdcitos primarios em preleptéteno e
leptoteno/100NucS (A;-L/100 NucS) gerados nos estadios 6 e 15 (S = ciclo subsequente). Em cada geno-
tipo, letras diferentes indicam diferenca estatistica significativa entre os estadios (p<0,05). Os asteriscos
indicam diferenca estatistica significativa entre os genétipos (p<0,05). Os graficos estdo apresentados em
escala logaritmica (base 10).

Em contrapartida, os nimeros de espermatogénias diferenciadas/100 nucléolos de célu-
las de Sertoli foram significativamente menores nos testiculos de camundongos Tex14™",
em comparacio aos testiculos de camundongos Tex14*" (58 + 6 e 22 + 3, respectiva-
mente; p = 0,0001).

Especificamente em cada estadio espermatogonial, os nimeros de espermatogonias di-
ferenciadas também foram significativamente menores nos camundongos Tex14", em
comparacio aos camundongos Tex14*" (p<0,05) (Fig. 9B).

Nos camundongos Tex14™, o nimero de espermatogdnias diferenciadas geradas no es-

tadio 1 correspondeu a 42% do encontrado nos camundongos Tex14*". Esse percentual
foi discretamente diferente se comparado ao percentual de espermatogbnias Aind presen-
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tes no estadio 6° (P = ciclo precedente), que nos camundongos Tex14” correspondeu a
52% do encontrado nos camundongos Tex14*" (Fig. 9B). Os resultados mostram que a
diferenciacdo das espermatogdnias Aina €m A1 ocorre normalmente no estadio 1, em
ambos os gendtipos. Contudo, nos camundongos Tex14™, um menor estoque de esper-
matogonias Aind esté disponivel para esse processo no estadio relacionado.

A subsequente proliferacdo das espermatogbnias A, até In ocorreu normalmente nos
camundongos Tex14™, uma vez que o percentual dessas células nos estadios 2 a 5 per-
maneceu entre 47 e 51% do encontrado nos camundongos Tex14*". Contudo, no gend-
tipo homozigoto, houve comprometimento da proliferacdo das espermatogdnias dife-
renciadas no estadio 6, onde o percentual total de células reduziu para apenas 20% do
encontrado nos camundongos heterozigotos (Fig. 9B). Tal reducdo se justifica pela per-
da do sincronismo na proliferacdo das espermatogbnias do tipo B. Nos camundongos
Tex14”, uma fracio de 0,60 do total de espermatogdnias B estava presente no estadio 6,
namero significativamente menor (p<0,001) se comparado a fracdo de 0,94 encontrada
nos camundongos Tex14*" (Fig. 10). No homozigoto, uma fragio de 0,30 do total de
espermatogdnias B sofreu um atraso no ciclo, sendo encontrada no estadio 1° (S = ciclo
subsequente). Como consequéncia, 0s espermatocitos primarios gerados continuaram
sua diferenciagdo em situagdo de perda do sincronismo, evidenciada pelas fragdes signi-
ficativas (p<0,05) e incomuns de PL e Z nos estadios 25 e 3%, respectivamente (Fig. 10).

Nos camundongos Tex14", o grande aumento do niimero de células germinativas dife-
renciadas dos estadios 6 para 15 (Fig. 9B), e a presenca significativa de preleptotenos no
estadio 25 (Fig. 10), evidenciam que muitas espermatogonias B que sofreram atraso no
ciclo concluiram a ultima mitose da fase proliferativa da espermatogénese. A observa-
cao de figuras de mitose com afastamento evidente da lamina basal nos estadios 1 e 2
(Fig. 6B-C) é outra evidéncia, pois esse comportamento foi exibido exclusivamente por
algumas espermatogénias do tipo B. Contudo, o percentual correspondente de células
germinativas diferenciadas geradas nos estadios 1° em diante ndo foi restabelecido,
mesmo que tardiamente. Ele aumentou de 20% para 32% do encontrado nos camundon-
gos Tex14™" dos estadios 6 ao 15 (Fig. 9B), mas depois caiu novamente para 25% nos
estadios 2 e 3 subsequentes (Fig. 11).
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Figura 10. Distribuico de cada tipo de espermatogdnia diferenciada e de espermatdcito priméario ao
longo dos estadios espermatogoniais em camundongos Tex14*- e Tex14”. A soma dos nimeros de cada
tipo de célula germinativa por genétipo foi normalizada para 1, no intuito de facilitar a comparagéo visual
das diferencas. Repare que, nos camundongos Tex14*", o sincronismo das células germinativas pode ser
evidenciado pela presenca de mais de 80% das células em um mesmo estddio. Mas nos camundongos
Tex14”, uma pequena fraco de espermatogdnias dos tipos A4 (0,06) e B (0,10) foi originada mais preco-
cemente, e perda evidente do sincronismo ocorreu na proliferacdo das espermatogénias do tipo B e se
perpetuou na diferenciacdo dos espermatdcitos primarios. P = ciclo precedente; S = ciclo subsequente. In
= espermatog0nia indiferenciada; Espermatdcitos primarios em preleptéteno (PL), leptéteno (L) e zigdte-
no (Z). Os asteriscos indicam diferenca estatistica significativa entre os gendtipos (p<0,05). O jogo da
velha indica significancia de p = 0,06 entre as diferencas de espermatdcitos priméarios em PL no estadio 1.
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Figura 11. Cinética dos espermatdcitos primarios em camundongos Tex14*" e Tex14" ao longo dos esta-
dios espermatogoniais. O nimero nos camundongos Tex14” foi estatisticamente menor (p<0,05) quando
comparado ao nimero nos camundongos Tex14*". Do estadio 5 em diante, houve reducdo progressiva e
significativa (p<0,05) do niimero de espermatécitos primarios nos camundongos Tex14”, devido a severa
apoptose dos paquitenos, culminando com a interrupcao da espermatogénese na fase meidtica. Esperma-
tocitos primarios em preleptéteno (PI), leptoteno (L) e zigbteno (Z) e paquiteno (P). No genétipo homozi-
goto, letras diferentes indicam diferenca estatistica significativa entre os estadios (p<0,05). O gréfico esta
apresentado em escala logaritmica (base 10).

Com relacéo ao indice apoptético geral®, as diferencas entre os camundongos Tex14™" e
Tex147 no atingiram significancia estatistica a p<0,05, embora tenham sido significan-
tes a p=0,1. Nos camundongos Tex14", as células germinativas em apoptose, contabili-
zadas na base dos tubulos seminiferos, se concentraram predominantemente nos esta-
dios 1, 2 e 6 (Fig. 12). A base é o nicho dos tabulos seminiferos povoado por esperma-
togonias e espermatocitos em preleptoteno, e ambos 0s tipos celulares estdo presentes
nestes estadios (Fig. 10). Contudo, o percentual correspondente reduzido de espermato-
citos primarios jovens nos camundongos homozigotos (25% do encontrado nos hetero-
zigotos, nos estadios 2 e 3; Fig. 11), sugere como fator causal que tais apoptoses sejam
de espermatogbnias B e/ou de espermatocitos em preleptéteno. Espermatdcitos em pre-

*0s indices apoptdticos geral e nos estadios 1, 2 e 6 podem estar subestimados nos camundongos
Tex147, devido ao afastamento evidente de algumas espermatogonias do tipo B e de alguns esperma-
tocitos em preleptéteno em relacdo a lamina basal (Fig. 6, 7 e 8). A intercorréncia pode ter influencia-
do os valores médios dos indices e a significancia das diferengas (valor p), entre os camundongos
Tex14*- e Tex14™".
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leptoteno com escurecimento de ndcleo e citoplasma indicativo de apoptose foram fre-
quentemente observados no epitélio seminifero de camundongos Tex14™ (Fig. 4F).

Em concordéncia com esses resultados, um aumento significativo de apoptose de es-
permatocitos primarios em preleptoteno foi demonstrado em camundongos Tex14™ de
10 e 14 dias de idade, por meio de microscopia e imunomarcagdo com TUNEL (TdT-
mediated dUTP-TMR Nick End Labeling), um marcador de degradacdo de DNA, e de
ensaios de clivagem internucleossomal de DNA (Greenbaum et al., 2006).

Nos camundongos Tex14*", as apoptoses contabilizadas na base dos tubulos seminife-
ros se concentraram predominantemente nos estadios relacionados a proliferacdo das
espermatogonias diferenciadas A2, Az e A4 (Fig. 12). Esse comportamento é normal, e
se deve ao controle de densidade populacional que naturalmente ocorre nos tabulos se-
miniferos e possibilita que segmentos com densidades diferentes de espermatogonias Ax
possam progredir e chegar a fase meidtica com densidades iguais de espermatécitos
primarios (de Rooij, 2001).

Do estadio espermatogonial 5 em diante, houve redugdo progressiva (p<0,05) do nume-
ro de espermatdcitos primarios nos camundongos Tex14” (Fig. 11) devido a severa
apoptose dos paquitenos (Fig. 5), culminando com a interrupgdo da espermatogénese na
fase meidtica.

Analisando o indice mitotico geral no epitélio seminifero, ndo houve diferenca estatisti-
ca significativa entre os camundongos Tex14*" e Tex14" (p>0,05). Contudo, nos esta-
dios espermatogoniais 1, 2 e 3, o indice mitotico foi significativamente maior nos ca-
mundongos Tex14” (p<0,05) (Fig. 12). Nos estadios 1 e 2, o indice mitotico mais ele-
vado € consequéncia da proliferacdo assincrénica das espermatog6énias B, que se perpe-
tuou até os referidos estadios (conforme discutido anteriormente). No estadio 3, o indice
mitotico mais elevado pode estar associado a maior proliferacdo das espermatogoénias
As, pois uma fracdo significativa de 0,06 do total de espermatogdnias A4 esta presente
precocemente no estadio 3 dos camundongos Tex14™ (p<0,05) (Fig. 10).

Com relacdo ao indice geral de espermatogdnias BrdU positivas, também ndo houve
diferenca estatistica significativa entre os camundongos Tex14*" e Tex14” (p>0,05). No
entanto, o nimero de cortes transversais de tabulos seminiferos contendo <12,5% de
espermatogdnias marcadas pelo BrdU foi significativamente menor nos camundongos
Tex147 (p<0,05). Paralelamente, o nimero de cortes transversais de tubulos seminiferos
contendo entre 37,5 e 62,5% de espermatog6nias marcadas pelo BrdU foi significativa-
mente maior nesses camundongos homozigotos em comparacdo aos heterozigotos
(p<0,05) (Fig. 13).

Esses resultados mostram que a cinética de proliferacdo das espermatogonias é diferente
entre os camundongos Tex14*" e Tex14™". Parte dessa diferenca se deve a heterogenei-
dade na duracdo do ciclo celular nos camundongos homozigotos, que foi discreta nas
espermatogonias Az e In, que originaram precocemente pequenas fragdes de espermato-

37



gonias A4 e B nos estadios 3 e 5, e moderada nas espermatogdnias B, que se perpetua-
ram em ndmero significativo até o estadio espermatogonial 2 (Fig. 10).

— 40+ 2 Textd+~ T
_B_E_ [ NSRS T
9+ T
3
E ool * 1
s *
a *
= 10 + 1
o
L=

Geral I SR S, ~ Y @

RS P S PR

A Estadios

—

Indice Apoptodtico (%)

-

B

o4 i

gl i

51 ]

a1 4 ]

> 1 ]

0- Geral ) i = By 45',\, 45,\,
B LEE Y e

Estadios

Figura 12. indices mitdtico e apoptético (%) gerais e ao longo dos estadios espermatogoniais nos camun-
dongos Tex14*" e Tex14™". Os asteriscos indicam diferenca estatistica significativa entre os gendtipos
(p<0,05). O jogo da velha indica significancia de p = 0,1 entre as diferencas do indice apoptético geral.

@
s 01 T 2 w0 |
= &
T = 1
- 2 3 |
0 40 1 ©
2y =]
oL ] £ 201
@ 20 1 g 1
= @ 10 +
i =
HE c T
0 . = 9
Textd+/~ Texid-~
A B

ff,}

)

e

,\

c]f.} (gf} @ q:}‘"lr% ‘_S,f’.} @

Q.
9:" v os“’
Q(].- '-:]- ﬁ:} "‘k

Fragﬁn de 5G BrdU+

Figura 13. indices de marcagio de espermatogdnias pelo BrdU nos camundongos Tex14*" e Tex14”. (A)
indice geral de espermatogdnias BrdU-positivas nos camundongos Tex14*- e Tex14". (B) NGmero de
cortes transversais de tdbulos seminiferos de acordo com a fragdo presente de espermatog6nias BrdU-
positivas. Circulos brancos = valores em camundongos Tex14*". Circulos pretos = valores em camundon-
gos Tex14”". Os asteriscos indicam diferenca estatistica significativa entre os genétipos (p<0,05). SG =

espermatogonias.

Analisados em conjunto, os resultados mostram a importancia das pontes intercelulares
na composi¢do do estoque de espermatogonias Auindiferenciadas disponiveis para a diferen-
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ciacdo em Az e no sincronismo das mitoses espermatogoniais, particularmente da Gltima
mitose da fase proliferativa, que estd intimamente atrelada & entrada coordenada dos
espermatdcitos em meiose. O assincronismo das células germinativas nos camundongos
Tex147"- esta didaticamente resumido na Fig. 14.

P P4,Ps
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Figura 14. Assincronismo das células germinativas na auséncia de pontes intercelulares em camundongos
knockout Tex14. (A) Esquema didatico da distribuicdo das células germinativas ao longo dos estadios
espermatogoniais. As células assincrénicas no processo estdo destacadas em vermelho. As setas aponta-
das para baixo sinalizam a deplecéo dos espermatdcitos primarios na etapa de paquiteno. O Simbolo P, se
em vermelho e em menor tamanho, indica espermatécitos primarios em paquiteno com menor diametro,
por estarem assincronicamente atrasados ao longo dos estadios. (B) Correspondéncia dos estadios esper-
matogoniais com os estadios acrossémicos do ciclo do epitélio seminifero. (C) Espermatogdnias B atra-
sadas, juntamente com espermatogdnia Az, no estadio 2. (D) Espermatécitos em prelept6tenos atrasados,
juntamente com espermatog6nia A; e leptdteno, no estadio 2. Espermatdcitos priméarios em preleptéteno
(PI), leptéteno (L), zig6teno (Z), paquiteno (P), dipldteno (D) e meiose 1 (M1); Meiose 2 (M2), célula de
Sertoli (S). (C-D) Fotomicrografia: Microscopia de Luz de Alta Resolugdo. Barra = 10um.
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Portanto, a cinética espermatogonial foi comprometida na proliferacdo das espermato-
gonias Aindiferenciadas, qUE Originam o estoque comprometido a se diferenciar em Ag, e das
espermatogonias B, que originam o grupo de espermatocitos comprometidos com a
meiose. Na transicdo das fases proliferativa e meidtica, houve um primeiro momento de
apoptose que reduziu o niamero de espermatocitos primarios em preleptéteno. Depois,
0s espermatocitos foram completamente eliminados do estadio espermatogonial 5 em
diante.
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7. CONCLUSOES

As pontes intercelulares sdo dispensaveis a sobrevivéncia das espermatogénias e
a manutencdo de sua morfologia nuclear;

As pontes intercelulares podem estar relacionadas com a manutencdo das esper-
matogonias B no ambiente basal, em contato com a lamina basal;

As pontes intercelulares sdo importantes para a proliferacdo das espermatogonias
indiferenciadas e formacdo do estoque de células aptas a diferenciacdo em Ag;

As pontes intercelulares estdo relacionadas ao sincronismo da espermatogénese,
particularmente das espermatogonias B em diante;

As pontes intercelulares sdo importantes para a entrada coordenada dos esperma-
tocitos primarios em meiose e, consequentemente, para a preservacdo da integri-
dade destas células no inicio da fase meidtica da espermatogénese;

As pontes intercelulares séo indispensaveis para a sobrevivéncia dos espermato-
citos primarios na fase de paquiteno e, consequentemente, para a fertilidade;
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