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1- INTRODUCAO E REVISAO DA LITERATURA
L]
1.1 — Estrutura e diferenciacio testicular

O testiculo dos mamiferos eutérios é um 6rgdo com forma arredondada ou ovdide,
com fungdes exderina e enddcrina, geralmente localizado no escroto na maioria das espécies e
envolvido por uma cépsula de tecido conjuntivo fibroso, a tinica albuginea.
Morfofuncionalmente, o testiculo pode ser dividido em dois compartimentos principais: o
compartimento intertubular ou intersticial, e o compartimento dos tibulos seminiferos. No
compartimento intertubular estdo localizadas as células de Leydig, vasos sanguineos e
capilares ndo fenestrados, vasos ou espago linfatico, nervos, células e fibras do tecido
conjuntivo, € uma populagcdo varidvel de outras células como fibroblastos, macréfagos e
mastocitos (Russell et al., 1990). Apesar de existir grande variacdo entre as diferentes
espécies de mamiferos quanto a propor¢cdo volumétrica (%) dos diversos componentes do
compartimento intertubular (Fawcett et al., 1973; Franca et al., 2005), de maneira geral, a
célula de Leydig € o tipo celular mais abundante. A célula de Leydig € a maior fonte de
andrégenos, notavelmente testosterona, e uma fonte variada de outros esterdides. A célula de
Leydig possui abundante reticulo endoplasmatico liso e mitocondrias com cristas tubulares,
ambas organelas cont€ém enzimas associadas com a sintese de esterdides (Russell et al., 1990).

O compartimento dos tibulos seminiferos constitui a maior parte do testiculo,
ocupando, na grande maioria das espécies de mamiferos, de 70 a 90% do parénquima
testicular (Franca & Russell, 1998; Franca et al., 2005). Os tibulos seminiferos sdo formados
pela tinica prépria, epitélio seminifero e lume tubular. A tinica prépria reveste o tubulo
seminifero externamente, sendo composta de células peritubulares midides e matriz
extracelular. As células midides sdo contriteis e auxiliam na movimentacdo do fluido e
propulsdo do esperma através dos tibulos seminiferos (Russell et al., 1990). O epitélio
seminifero € formado basicamente por dois tipos celulares de origem embrioldgica distinta: as
células germinativas procedentes do epiblasto adjacente ao mesoderma extra-embriondrio e as
células de Sertoli presumivelmente originadas do epitélio celomatico (Karl & Capel, 1998;
Capel, 2000).

A célula de Sertoli € o primeiro elemento somdtico a se diferenciar no testiculo e suas
precursoras expressam o gene determinante sexual Sry no braco curto de cromossomo Y (Karl
& Capel, 1998; Capel, 2000). O gene Sry inicia em machos uma via de ativagdo de genes

especificos deste tecido e/ou repressdo de genes que estdo especificamente envolvidos no



desenvolvimento ovariano. Linhagens transgénicas de camundongos XX que expressam Sry
apresentam formagdo dos corddes testiculares. Contudo, esse evento primdrio da
determinagdo sexual ndo ocorre em fémeas, ou em camundongos, que ndo possuem o gene
Sry. Na auséncia da expressdo de Sry, o desenvolvimento da gdnada procede ao longo da via
ovariana (Martineau et al., 1997; Tilmann & Capel, 2002; Ross & Capel, 2005). Dessa forma,
as células de Sertoli possuem um papel central na diferenciacdo e desenvolvimento testicular
que ocorre cerca de 11,5 dias pos-coito (dpc) em camundongos (Capel, 2000). As células de
Sertoli proliferam mais ativamente antes do nascimento. Contudo, apds o nascimento, em
roedores, a proliferacdo das células de Sertoli se estende por duas (camundongos) a trés
(ratos) semanas (Steinberger & Steinberger, 1971; Orth, 1982; Vergouwen, 1991; Joyce et al.,
1993). A populagdo adulta de células de Sertoli € relativamente estavel durante toda a vida do
animal (Russell et al., 1990). Vale ressaltar que a célula de Sertoli possui importantes fungdes,
podendo ser citadas dentre elas a manutencdo da integridade do epitélio seminifero; secrecio
de fluido para formar o limen tubular; participagcdo no processo de espermiagdo e, através de
juncdes de oclusdo, divide o epitélio seminifero em compartimentos basal, adluminal, e
compartimento intermediario que € transitério (Russell et al., 1990). Como a célula de Sertoli
regula o microambiente do compartimento adluminal, formando a barreira hematotesticular, é
geralmente assumido que os nutrientes recebidos pelas células germinativas desses
compartimentos sdo fornecidas pela célula de Sertoli, que também medeia a agdo dos
hormoénios (FSH-horménio estimulante do foliculo e andrégenos) no processo

espermatogénese (Russell et al., 1990; Sharpe, 1994; Franca & Chiarini-Garcia, 2005).

1.2 - Desenvolvimento poés-natal do testiculo em roedores

A semelhanca do observado na maioria das espécies de mamiferos, o desenvolvimento
po6s-natal do testiculo de ratos pode ser dividido em duas fases distintas e inversamente
correlacionadas (Orth, 1993; Franga et al., 2000). Na primeira, com duragdo aproximada de
duas semanas apds o nascimento, extensiva proliferacdo de espermatogonias e de células de
Sertoli pode ser observada, promovendo como conseqiiéncia enorme crescimento em
comprimento dos corddes testiculares. Por outro lado, na segunda fase, que ocorre de quinze
dias a vdrias semanas apOs o nascimento, acentuado aumento no ndmero de células
germinativas e na populacdo de células de Leydig do tipo adulto é observado (Orth, 1993;

Franca et al., 2000; Mendis-Handagama & Ariayaratne, 2001). Evidente crescimento no



tamanho do testiculo e no didmetro tubular, além de secrecdo de fluido através das células de
Sertoli, também sdo notados. Conforme serd comentado em detalhes em outros itens da
introducdo, estas duas fases sdo reguladas por diferentes hormonios e fatores de crescimento
especificos (Orth, 1993; Franca et al., 1995; Singh & Handelsman, 1996; Maran et al., 1999;
Mendis-Handagama & Ariayaratne, 2001; Allan et al., 2004). Por exemplo, o FSH e os
hormonios tireoidianos sdo considerados os principais reguladores da proliferacio (FSH) e
diferenciagdo/maturagdo (T3- triiodotironina) das células de Sertoli (Orth, 1993; Sharpe et al.,
2003; Cooke et al., 2005). O crescimento testicular acompanha o aumento nos niveis de FSH
durante o seu desenvolvimento (Ojeda & Ramirez, 1972; Dohler & Wuttke, 1974). Em
mamiferos as células de Sertoli possuem dois picos de proliferagdo: durante o periodo
fetal/neonatal precoce e no periodo pré-puberal (Franca et al, 2000; Sharpe et al., 2003). Estes
dois picos de proliferagdo sdo particularmente destacados em espécies nas quais o periodo
neonatal é temporalmente distante do periodo da puberdade, como nos humanos e em suinos
(Franca et al, 2000; Sharpe et al., 2003). Entretanto, nos roedores, como ratos e camundongos,
a distancia temporal entre o periodo neonatal e o puberal é curta (cerca de 4-6 semanas), e
eventuais diferentes periodos de proliferacdo de células de Sertoli ndo seriam facilmente
observados. Em condi¢Ges naturais, a proliferacdo das células de Sertoli no testiculo de
mamiferos adultos ndo é observada (Franca & Russell, 1998; Schulz et al., 2005).

Quanto as células de Leydig, diversos hormonios e fatores de crescimento, tais como
hormonios tireoidianos, LH (hormonio luteinizante), esteréides, AMH (horménio anti-
Miilleriano), PDGF-A (fator de crescimento derivado de plaqueta), TGF-a/ (fator de
crescimento e transformacgao), IGF-1 (fator de crescimento semelhante a insulina) e citocinas
secretadas pelos macréfagos, sdo responsaveis pela regulacéo da proliferacdo e diferenciagdo
das células de Leydig (Mendis-Handagama & Ariayaratne, 2001; De Gendt et al., 2005). Os
esterdides produzidos por estas células (ex: T- testosterona; DHT- diidrotestosterona) sdo
muito importantes para o desenvolvimento e funcdo do sistema genital (Robaire et al., 2006;

Risbridger & Taylor, 2006).

1.3 - Espermatogénese

A espermatogénese é um processo complexo e bem organizado que ocorre nos tibulos
seminiferos e dura cerca de 30 a 75 dias na maioria dos mamiferos (Franca & Russell, 1998;
Franga et al., 2005). Baseado em caracteristicas morfoldgicas e funcionais, o processo

espermatogénico pode ser dividido em trés fases: (a) fase proliferativa ou espermatogonial,



caracterizada por vdrias e sucessivas divisdes mitdticas dos diferentes tipos de
espermatogOnias, (b) fase meidtica ou espermatocitogénica, na qual ocorre a duplicagdo do
DNA, a recombinagdo génica e duas divisdes que resultam na formagdo de uma célula
haploide denominada espermatide e (c) fase de diferenciagio ou espermiogénica, onde as
espermdtides arredondadas passam por drdsticas alteragdes morfoldgicas e funcionais tais
como a formacdo do acrossoma, do flagelo e a condensagdo nuclear, resultando numa célula
altamente especializada, o espermatozdide, que € morfologicamente apto para alcancar e
fertilizar o ovécito (Russell et al., 1990).

As células germinativas organizam-se nos tdbulos seminiferos em distintas
associacdes celulares denominadas estadios, os quais se sucedem com o tempo de maneira
ordenada, formando o ciclo do epitélio seminifero (CES) (Russell et al., 1990). Cada tipo
celular de uma associacdo celular especifica é funcionalmente integrado com outras células
desta mesma associacdo que também estdo no mesmo processo de desenvolvimento. Os
estddios do ciclo do epitélio seminifero podem ser classificados pelo método da morfologia
tubular (Berndtson, 1977; Franca & Russell, 1998; Franca et al., 2005) e pelo método do
sistema acrossomico (Leblond & Clermont, 1952; Russel et al., 1990; Franga et al., 2005). O
primeiro tem como ponto de referéncia a forma e a localizacdo dos niicleos das espermdtides
e a presenca de figuras em divisdo meidtica (Roosen- Runge & Giesel Jr.,1950; Courot et al.,
1970; Ortavant et al., 1977). Nesta classificagéo, oito estddios do ciclo sdo obtidos para todas
as espécies. Entretanto, pelo sistema acrossomico o numero de estidios classificados é
variado para cada espécie, e a identificacio dos mesmos se baseia no desenvolvimento do
acrossoma e nas caracteristicas morfolégicas dos niicleos das espermatides (Leblond &
Clermont, 1952; Russell et al., 1990; Franca et al., 2005). Por este sistema, XII estddios do
CES sdo observados em camundongos, conforme ilustrado na Figura 1.

A duragdo total do processo espermatogénico, de espermatogdnia do tipo A (ver
abaixo) até a espermiacdo e que engloba cerca de 4,5 ciclos espermatogénicos, € de cerca de
30 a 80 dias (Russell et al., 1990; Franga & Russell, 1998; Franca et al., 2005). A duracdo do
ciclo do epitélio seminifero, que € uma constante bioldgica espécie-especifica (Clermont,

1972), esta sob controle do gendtipo da célula germinativa (Franca et al., 1998).

1.4 - Tipos de espermatogonias e cinética

As células germinativas primordiais (CGP) se originam do epiblasto adjacente ao

mesoderma extra-embriondrio, cerca de 7,25 dpc (Bendel-Stenzel et al., 1998; Ross & Capel,



2005) e migram da base do alantdide ao longo do intestino posterior para as cristas genitais,
proliferando ativamente nesta fase. Quando alcangam a crista genital, cerca de 10,0 a 11,0
dpc, (Ross & Capel, 2005), sdao envolvidas pelas células de Sertoli formando assim os corddes
seminiferos que também tem a participagdo das células pericordonais midides. A formacéo
dos corddes seminiferos, que ocorre pela via de sinalizacdo envolvendo a fosfatidilinositol-3
quinase, é considerada o primeiro indicador morfoldgico da diferenciagcdo sexual (Franca &
Chiarini-Garcia, 2005).

Nos roedores, apds curto periodo de proliferacdo, os gondcitos vao permanecer
quiescentes no ciclo celular até o periodo perinatal quando novamente tornam a se dividir por
mitoses, iniciando assim o processo espermatogénico. Nesse periodo, os gondcitos comecam
a migrar para a base do epitélio emitindo prolongamentos citoplasmaticos em direcdo a
membrana basal (McGuinness & Orth, 1992). A aloca¢do dos gondcitos em direcdo a
membrana basal € necessdria para sobrevivéncia dessas células, pois aquelas que
eventualmente permanecem no centro dos corddes testiculares sofrem apoptose (Hasthorpe et
al., 1999). Orwig et al (2002), identificaram duas subpopulacdes de gondcitos em suspensoes
celulares do testiculo de ratos neonatos; os gondcitos com pseudépodos ou gondcitos com
prolongamentos celulares e os gondcitos arredondados. Essas duas populagdes potencialmente
se desenvolvem de maneira distinta: as células com pseudépodos tornam-se as células tronco
e as arredondadas sofrem apoptose (Orwig et al., 2002).

Estudos in vivo e in vitro sugerem que gondcitos e células de Sertoli se comunicam via
gap junction. Assim, a interacdo mediada por contato entre essas células tem um papel
importante na divisdo pds-natal dos gondcitos, provavelmente em conjunto com fatores
secretados pela propria célula de Sertoli. A proliferacdo e a disposicdo dos gondcitos pos-
natais sdo eventos independentes que ocorrem na auséncia de fatores extratesticulares
(McGuinness & Orth, 1992). Os gondcitos em contato com a membrana basal se dividirdo
mitoticamente formando as espermatogdnias tronco do testiculo (De Rooij & Grootegoed,
1998; De Rooij & Russell, 2000). Segundo Van Haaster & De Rooij (1993), no comego da
espermatogénese, 0s gondcitos ou originam a espermatogonia-tronco ou originam diretamente
espermatog6Onia mais diferenciada (A;). Pelo fato de nesta fase o testiculo ainda se encontrar
na cavidade abdominal, a aceleracdo do processo espermatico devido a maior temperatura
também deve ser considerada (Van Haaster & De Rooij, 1993).

Em roedores, as espermatogdnias tradicionalmente t€ém sido subdivididas em

espermatogOnias do tipo A, que apresentam pouca heterocromatina lineando a borda nuclear



(carioteca) e espermatogbnias do tipo B, que apresentam abundante heterocromatina,
ocorrendo ainda um tipo de espermatogdnia intermedidria (In) (De Rooij & Grootegoed,
1998; De Rooij & Russell, 2000). Em camundongos, as espermatog6nias do tipo A isoladas
(Ajs) s@o consideradas as células tronco da linhagem espermatogénica. Na divisdo desta
espermatog6Onia pode ocorrer a formacgao de duas novas células tronco ou, a citocinese nao é
completa, originando assim as espermatogdnias A pareadas (A,), que permanecem
conectadas por pontes citoplasmaticas. Normalmente, € considerado que a metade da
populac@o de células tronco divide para formar (A,), enquanto a outra metade, através de
divisdes de auto-renovacdo, mantém o nimero de células tronco. No entanto, vale ressaltar
que os mecanismos envolvidos na determinacdo do tipo de divisdo a ser seguido pelas
espermatogOnias tronco ndo estdo ainda caracterizados. J4 a espermatogbnia A, divide
formando cadeias de 4, 8, 16 ou 32 células, que sdo conhecidas como espermatogdnias
alinhadas (A,), ainda conectadas por pontes citoplasméticas (De Rooij & Grootegoed, 1998;
De Rooij & Russell, 2000). Estudos em cultura celular identificaram a neuregulina-1, membro
da superfamilia EGF (fator de crescimento epidermal), como fator necessdrio para a formacdo
das espermatogdnias alinhadas (Hamra et al., 2007).

A espermatogdnia A, se diferencia em espermatogdnia A;, que € o primeiro tipo
espermatogonial do grupo das espermatogonias diferenciadas. A espermatogdnia A; através
de uma série de seis divisdes mitdticas origina as espermatogdnias A,, Az, Ay,
espermatogbnia In e, finalmente, a espermatogébnia B que por sua vez forma os
espermatdcitos primdrios, conforme esquema abaixo: Aj (isolada) — A, (pareada) — Ay
(alinhadas com vdrias geracdes) > A; —> A, - A3 - A4 — In —» B — espermatdcitos
primérios. Dessa forma as espermatogdnias podem ser classificadas em duas categorias
bésicas: espermatogoOnias indiferenciadas ou imaturas (Aj, Ap, Agy) € espermatogdnias
diferenciadas ou maduras (A;, Ay, A3, Ay, In, B), (De Rooij & Grootegoed, 1998; De Rooij &
Russel, 2000; De Rooij & Van Pelt, 2003). Ao contririo das espermatogdnias consideradas
indiferenciadas, funcionalmente as espermatogdnias diferenciadas estdo presentes somente
em determinados estadios do CES e estdo temporalmente comprometidas com a formagéo de
espermatozdides ou sofrerdo apoptoses (De Rooij & van Dissel-Emiliani, 1997). A cinética
das espermatogdnias indiferenciadas, bem como das diferenciadas e a composicao celular dos
diferentes estddios do CES estdo ilustradas na Figura 2.

Shosei et al. (2006) caracterizaram a primeira onda espermatogénica e demonstraram

que a mesma, em camundongos, ocorre de forma autdnoma. Desta forma, na primeira semana



pos-natal, os gondcitos paralelamente originam as espermatogdnias indiferenciadas (Ajng) €
espermatogOnias diferenciadas (Agir). Esse processo relaciona-se com um pré-modelo do CES,
que inicia antes do nascimento. As espermatogOnias diferenciadas sdo geradas
especificamente em segmentos do tibulo seminifero com altos niveis de expressdo de m RNA
de galectina 1 da célula de Sertoli. Essas espermatogénias diferenciadas ndo passam pelo
status de espermatogdnias indiferenciadas e surgem na primeira onda espermatogénica,
resultando na formagdo de espermatozéides férteis. De maneira oposta, as espermatogonias
indiferenciadas s@o geradas preferencialmente em segmentos com niveis médios de galectina.
Elas subseqiientemente agem como uma populagdo de células tronco auto-renovaveis,
originando também células diferenciadas. A transformacdo de espermatogdnias
indiferenciadas em espermatogdnias diferenciadas estd relacionada com o CES, e as
espermatogOnias diferenciadas sdo estabelecidas em estddios com alta expressdo de galectina
(estadios IX-X) (Shosei et al. 2006).

Chiarini-Garcia & Russell (2001 e 2002) demonstraram ser possivel caracterizar
morfologicamente, através das microscopias de luz e eletronica de transmissao, os varios tipos
de espermatogdnias de camundongos. Vale ressaltar que a diferenciagdo da espermatogonia
Aa para a espermatogdnia A; é um ponto importante da espermatogénese, que parece ser
altamente regulado. Assim, diferentes condi¢des como deficiéncia em vitamina A,
intoxicacdes da célula de Sertoli, radiagdo e mesmo aumento da temperatura testicular podem
bloquear essa diferenciagdo (De Rooij & Grootegoed, 1998).

Nakagawa et al. (2007) demonstraram que no processo espermatogénico de
camundongos, as espermatogdnias indiferenciadas estdo funcionalmente divididas em
multiplos compartimentos: as células tronco reais e as células tronco potenciais. Ao que
parece, o sistema de célula tronco ndo é exclusivamente dependente da auto-renovagio
intrinseca da espermatogdnia isolada (A;; que seria considerada a célula tronco real), mas
envolve extensa populagdo com potencial de auto-renovagdo, chamada de células tronco
potenciais. Havendo perda da célula tronco real, as células tronco potenciais assumem o papel
de regular a homeostase testicular, desta forma ha génese de novas células tronco reais e a
integridade da espermatogénese ¢ assegurada (Nakagawa et al. 2007).

Devido a sua alta importancia, o grupo das espermatogonias indiferenciadas t€ém sido
bastante investigado (Hofmann & Dym, 2005). No entanto, até o presente momento, niao
existem ainda marcadores especificos para as espermatogOnias tronco, apesar das mesmas

expressarem marcadores de superficie como as integrinas og € ;, bem como o sistema



GFRa-1/ receptor Ret, que € ativado através da ligacdo com o fator neurotréfico de células da
glia (GDNF) (Shinohara et al., 1999; Meng et al., 2000). Quando diferenciam, as
espermatogOnias perdem a expressdo de GFRa-1 e adquirem o receptor de superficie c-Kit.
Outras proteinas como Oct-4 e Dazl s@o também expressos pelas espermatogdnias tronco
(Hofmann & Dym, 2005). Em camundongos, andlises histolégicas demonstraram que as
células CDHI1 (molécula de adesdo célula-célula) positivas, previamente conhecido como
caderina-E, apresentam caracteristicas de espermatogdnias indiferenciadas. Tokuda et al
(2007) demonstraram através de imunohistoquimica que essas células formam cadeias de 1, 2,
4 até 8 células e experimentos com transplante demonstraram que as células CDHI positivas
também apresentam capacidade de colonizar o testiculo. A neurogenina 3 (Ngn3), um fator de
transcri¢do da familia helix-loop-helix (PHLH), tem papel central na regulacio dos processos
de diferenciagdo e foi ainda demonstrado que as espermatogonias indiferenciadas expressam
esse gene (Yoshida et al., 2004). Raverot et al. (2005), localizaram a expressao de Sox3,
membro da familia high mobility group (HMG), nas espermatogoénias indiferenciadas e
identificaram que este gene € necessdrio no inicio da espermatogénese através de via que
envolve Ngn3. O Sox3 € um dos poucos fatores identificados necessario nos estigios iniciais
da maturacdo das células germinativas (Raverot et al. 2005). O Plzf (gen da leucemia
promielocitica) é um repressor transcripcional que regula o estado epigenético das células
indiferenciadas, dessa forma este fator apresenta papel essencial na manutengdo das
espermatogOnias e sua inativacdo resulta em perda de célula germinativa dependente da idade,
promovendo assim progressiva degeneracdo testicular devido a redugdo continua da
capacidade de auto-renovacgdo no compartimento da célula tronco espermatogonial (Buaas, et

al., 2004; Costoya, et al., 2004).

1.5 - Nicho e interacao célula de Sertoli/ Espermatogonia

Schofield (1978) propds o conceito de nicho para descrever o meio ambiente
fisiologicamente delimitado que suporta a célula-tronco. O nicho constitui um microambiente
favordvel que protege a célula tronco do estimulo de diferenciacdo, apoptose e outros
estimulos que alteram o estoque dessas células. Este microambiente também regula a
proliferacdo das células tronco, cuja exacerbada proliferacdo pode eventualmente resultar em
cancer. Dessa forma, o nicho mantém o balango entre quiescéncia e ativagdo das células

tronco (Moore & Lemischka, 2006). Segundo Li & Xie (2005), o nicho da célula tronco



possui vdrias caracteristicas tais como: ser composto por grupo de células com localizagio
tecidual especifica; funcionar como ancorador fisico para a célula tronco; gerar fatores
extrinsecos que controlam o ndmero e destino dessas células tronco; além de exibir estrutura
assimétrica. Determinados aspectos do nicho das células tronco sdo conservados entre os
diferentes tecidos, sob estimulo adequado as células-tronco se multiplicam e as células filhas
perdem o contato fisico com o nicho, assim estas células ndo seriam mais controladas por este
microambiente e se diferenciam para formar as células maduras tipicas de determinado 6rgio
(Watt & Hogan, 2000). Nichos ja foram descritos em varios tecidos auto-renovavéis, como
por exemplo, a epiderme (Miller et al., 1997), o epitélio intestinal (Bjerkness & Cheng, 1999),
e o tecido hemocitopoético (Spangrude et al., 1988). No testiculo, foi demonstrado que as
espermatogonias mais primitivas (A a A,) ndo estdo distribuidas aleatoriamente nos tdbulos
seminiferos na maioria dos estddios do CES, mas sim posicionadas em regides especificas,
denominadas de nichos espermatogoniais (Chiarini-Garcia et al., 2001; Chiarini-Garcia et al.,
2003; Nascimento, 2004).

Tem sido postulado que a célula de Sertoli, juntamente com a membrana basal, a
célula peritubular midide, além de sinais externos ainda ndo determinados e oriundos do
tibulo seminifero, formariam em conjunto o microambiente denominado de nicho
espermatogonial (Ogawa et al., 2005). Este nicho controlaria a auto-renovacao e diferenciacio
das espermatogdnias-tronco. Pelo fato de as espermatogoOnias tronco serem células isoladas,
as mesmas ndo possuem comunicacao direta com outras células. Portanto, todos os sinais que
estas células recebem parecem vir diretamente da célula de Sertoli e/ou de moléculas difusas
produzidas por outras células (Ogawa et al., 2005).

A complexa organizagdo do epitélio seminifero comprova o fato de que a polaridade
da célula de Sertoli in vivo pode ser crucial para a regulacdo das células germinativas. A
porcdo basal da célula de Sertoli é altamente especializada e secreta fatores que agem
paracrinamente sobre as espermatogonias adjacentes, e a porcdo apical da célula de Sertoli
secreta outras substincias que tém acesso direto aos espermatdcitos e/ou espermatides (Dym
& Fawcett, 1970; Dym & Feng, 2005). Estudos que utilizaram co-cultura de célula de
Sertoli/células germinativas mostraram que, nestas condi¢des, ndo hd uma ampla
diferenciagdo das células germinativas. Possivelmente, isto se deve ao fato de as células de
Sertoli perderem a polaridade. Quando em cultura com componentes da membrana basal, a
célula de Sertoli resgata em parte sua polaridade e suporta algumas células germinativas, no

entanto isto ndo € suficiente para permitir a diferenciac@o destas células (Hadley et al., 1985).



Dentre as vdrias substincias secretadas pelas células de Sertoli hd uma classe de
proteinas reguladoras, que embora sejam produzidas em pequena quantidade, possuem
importante papel bioquimico. Estas glicoprotéinas funcionam como fatores de crescimento ou
fatores pardcrinos e incluem o hormoénio anti-Miilleriano, a inibina e o ligante c-kit. As
células de Sertoli podem secretar ainda peptideos bioativos como, por exemplo, a
prodinorfina e nutrientes ou metabolitos intermedidrios. Evidéncias experimentais sugerem
que o lactato e o piruvato secretado pelas células de Sertoli s@o as principais fontes de energia
para as células germinativas (Franca & Chiarini-Garcia, 2005)

As células de Sertoli e as células germinativas interagem também através do sistema c-
kit ligante e receptor (Yoshinaga et al., 1991; Ohta et al., 2000; revisdes em de Rooij &
Grootegoed, 1998; de Rooij, 2001). C-kit € um proto-oncogen encoberto pelo receptor
tirosina-quinase (Sette et al., 2000). Durante a fase inicial de desenvolvimento fetal, o ligante
é expresso pelas células germinativas primordiais, sendo importante para o sucesso de
migracdo das mesmas para as gonadas, enquanto o receptor é expresso pelos gondcitos. No
entanto, apos a formacdo do testiculo o ligante c-kit é expresso pelas células de Sertoli e o
receptor c-kit é expresso principalmente pelas espermatogdnias do tipo A em fase de
diferenciagdo. Desta forma, via célula de Sertoli, o c-kit é bastante importante para a
proliferacdo destas espermatogdnias (Franga & Chiarini-Garcia 2005). E importante ressaltar
que o receptor c-kit € expresso nas células germinativas desde espermatogonias diferenciadas
a paquiteno, contudo, apesar de ser controverso (Hofmann & Dym, 2005), aparentemente as
espermatogoOnias indiferenciadas n@o apresentam este receptor, sendo assim identificadas
como células c-kit negativas (Ohta et al., 2000).

Além do sistema c-kit, o fator neurotréfico derivado de célula da glia (GDNF),
membro da familia TGF-f (fator de crescimento e transformacdo) que promove a
sobrevivéncia e diferenciacdo de alguns tipos de neurdnios, € também importante para a
proliferac@o das células germinativas (Meng et al., 2000). Este fator também ¢& expresso pelas
células de Sertoli, enquanto as espermatogOnias-tronco expressam o receptor Ret tirosina-
quinase e a familia de receptor al de GDNF (GFRAT1). Quando ocupado por GDNF, GFRA1
dimeriza e forma um complexo com GDNF e Ret e, dessa forma, o Ret ativado medeia a
resposta intracelular (Dym & Feng, 2005). Segundo He et al. (2007), GFRA1 é um
componente importante do complexo GFRA1/RET e a inativagdo parcial do receptor Ret pelo
silenciamento de GFRA1 pode seqiiencialmente bloquear a sinalizagdo intracelular e induzir a

diferenciagdo das espermatogdnias tronco (He et al.2007). A superexpressdo do GDNF pelas



células de Sertoli promove acimulo de espermatogdnias-tronco nos tibulos seminiferos e
seminoma (tumor sem metdstase) no testiculo. Pela sua importincia na proliferacdo das
espermatogOnias-tronco, a manipulagdo experimental do GDNF e de seus receptores é uma
abordagem promissora para ajudar pacientes humanos que apresentam hipo-espermatogénese
(Franga & Chiarini-Garcia, 2005).

Chen et al. (2005) demonstraram que ERM (molécula relacionada a fatores de
transcri¢do da familia Ets), é expresso exclusivamente nas células de Sertoli e é necessaria
para o controle transcripcional do nicho da espermatogdnia-tronco. Camundongos com
alteracdo em ERM tem perda na auto-renovacio das espermatogdnias-tronco com bloqueio na
diferenciagdo espermatogénica normal, além de apresentar uma deple¢do progressiva de
células germinativas. Hess et al. (2006) demonstraram que GDNF mantém as
espermatogOnias tronco no periodo perinatal, contudo, ERM seria o fator essencial para a auto
renovacdo das células tronco do testiculo de animais puberes e adultos. Dessa forma, este
estudo sugere que o nicho espermatogonial pode mudar com a idade.

A BMP4 (proteina morfogénica do osso), € produzida pela célula de Sertoli e os
receptores ALK3 (receptores serina-treonina-quinase) e R-Smad 5 sdo especificamente
expressos nas células germinativas primordiais e nas espermatogdnias do tipo A. BMP4 é
expressa no testiculo pés-natal e estd envolvida com a diferenciacdo das espermatogdnias
(Pellegrini et al, 2003). As proteinas morfogénicas do osso, BMPs, pertencem a um grupo de
proteinas da familia de TGFP (fator de crescimento e transformacgdo) que inclui BMP2,
BMP4, BMP7 e o fator de crescimento e diferenciacdo 5 (GDFS5) (Massague & Chen, 2000).
A interacdo de BMP4 e seu receptor ALK3 regula uma via de transdug@o de sinal que induz a
expressao de c-kit seguido da diferenciagcdo da espermatogdnia-tronco (Pellegrini et al, 2003).

Estudos primarios com Caenorhabditis elegans e Drosophila demonstraram que os
receptores transmembrana da familia Notch t€m importantes fungdes na sinalizacdo celular
durante o desenvolvimento (Berry et al., 1997). Genes do sistema Notch tém sua expressao
confirmada no testiculo de roedores. Os trés receptores Notch, Notch,1-3, sdo encontrados em
espermatogonias. A célula de Sertoli expressa somente o receptor Notch 2. Os ligantes Notch,
Delta 1 e Jagged 1 sdo localizados nas espermatogdnias e células de Sertoli, respectivamente
(Dirami et al, 2001). A presenca de receptores Notch e dos ligantes Notch nas
espermatogOnias e nas células de Sertoli indicam que essas células sdo capazes de
interagirem, e que a sinalizagcdo via Notch é necessdria na espermatogénese (Hayashi et al.,

2001).



1.6 - Transplante de espermatogonias

O transplante de espermatogbnias é uma abordagem experimental que consiste na
remog¢ao de células-tronco do testiculo de um animal doador e a transferéncia das mesmas
para o testiculo de um receptor, aonde estas células irdo se desenvolver e formar
espermatozdides maduros com caracteristicas genéticas do doador. A técnica de transplante
de espermatogonias foi inicialmente utilizada em camundongos por Brinster e colaboradores
(Brinster & Avarbock, 1994; Brinster & Zimmermann, 1994) e tem proporcionado enormes
possibilidades para o estudo tanto da biologia da célula tronco quanto do processo
espermatogé€nico em si e das interacdes entre células de Sertoli e as células germinativas,
além de pesquisas em potencial na preservacdo de espécies e medicina reprodutiva (Dym,
1994; Parreira et al., 1998 e 1999; Hausler & Russell, 1999; Franca & Russell, 2000; Izadyar
et al., 2000; Griswold et al., 2001; McLean et al., 2001; Meachem et al., 2001; Brinster, 2002;
Dobrinski, 2005a,b; Khaira et al., 2005; McLean, 2005). Recentemente, o Laboratdrio de
Biologia Celular do ICB/UFMG tem realizado com sucesso o transplante de espermatogdnias
singénico (entre a mesma espécie) e xenogénico (entre espécies diferentes), utilizando-se a
tilapia nildtica (Oreochromis niloticus) como receptor (Lacerda et al., 2006).

Portanto, o futuro do transplante de células germinativas é bastante promissor. A
possibilidade de melhoramento do potencial reprodutivo de animais de producio, através da
manutengdo por tempo indeterminado do estoque genético de machos com alto valor
zootécnico, € bastante vidvel. Da mesma forma, a reprodugdo e a preservagdo do plasma
germinal de espécies ameagadas de extincdo poderdo ser feitas através do transplante de
espermatogOnias-tronco para espécies filogeneticamente proximas. Alternativamente, estas
células podem ser congeladas até que um receptor adequado para manter a linhagem
germinativa seja encontrado. Nagano et al. (2001) mostraram ser possivel produzir
camundongos transgénicos através da transdugdo retroviral de células tronco germinativas.
Esta rota de engenharia genética, juntamente com a recombinagdo homdloga das células
germinativas (Guillaudeux et al., 2000; Celebi et al., 2002), além de ser mais simples e barata
do que a modificac@o de células tronco embriondrias, facilita bastante a producdo de animais
transgénicos, conforme demonstrado em experimentos realizados recentemente por Kanatsu-
Shinohara et al. (2005). Além de depender de um receptor adequado, o sucesso do transplante
de espermatogdnias também varia com a escolha de um doador apropriado. Como o sucesso
depende diretamente da transferéncia das espermatogOnias-tronco — Ajs — para o receptor,

quanto maior for o nimero destas células maior a probabilidade do sucesso do transplante.



Neste sentido, ultimamente tém sido utilizados como doadores animais cujo epitélio
seminifero ndo possui ainda células germinativas em fases mais avangadas (espermatdcitos e
espermdtides) e que possuem conseqiientemente maior nimero relativo de espermatogonias.
Como exemplo, tem sido utilizados animais criptorquidicos adultos e animais pré-puberes
(Shinohara et al., 2000), bem como camundongos adultos deficientes em vitamina A ou
aqueles cujos testiculos sofreram hipertermia (McLean et al., 2002). Portanto, em condicoes
normais, para se obter quantidade adequada de espermatogdnias tronco, grande nimero de
animais jovens devem ser sacrificados (Ogawa et al, 1997). Desta forma, seria bastante
vantajoso encontrar uma abordagem experimental na qual o nimero de espermatogdnias

indiferenciadas nos animais doadores jovens fosse mais elevado.

1.7 - Efeitos dos hormonios tireoidianos no testiculo

Os hormonios tireoidianos sdo sintetizados e secretados pelas células epiteliais
foliculares da tiredide. Os dois hormonios tireoidianos ativos sdo a triiodotironina (T3) e a
tetraiodotironina ou tiroxina (T4). Os mesmos tém efeito em praticamente todos os sistemas
do corpo, incluindo os envolvidos no crescimento e no desenvolvimento normais. As
estruturas do T3 e T4 diferem somente por um tnico dtomo de iodo. Embora o T3 seja mais
ativo que o T4, quase toda a liberagdo hormonal da tireéide € de T4. Dessa forma, via enzima
5°-1odase, nos tecidos-alvos, ha a conversao de T4 em T3. Os tecidos-alvo também convertem
uma parte do T4 em T3 reverso (1T3), que € inativo. Essencialmente, o T4 serve como
precursor para o T3, e as quantidades relativas de T4 convertidas em T3 e rT3 determinam a
quantidade de hormonio ativo que € produzido no tecido-alvo (Costanzo, 2004).
As acdes biologicas de T3 e T4 sio mediadas através dos receptores dos hormonios
tireoidianos (TRs), que pertencem a superfamilia do receptor nuclear do 4cido retindico/
esterdides. TRs sdo fatores de transcricio dependentes de ligante, codificado por dois
diferentes genes, TRa e TRp, localizados em humanos nos cromossomos 17 e 3,
respectivamente. As isoformas de TR que ligam T3, sdo derivadas dos genes TRa e TR.
Cada isoforma TR tem uma via de expressdo tecido-especifica. TRs regulam a transcri¢do por
ligarem os hormonios tireoidianos a elementos responsivos (TREs) como heterodimeros ou
homodimeros em regides promotoras de genes alvo de T3. A atividade transcripcional de TR
depende nido somente do tipo de TRE mas também de proteinas co-repressoras e co-
ativadoras (Suzuki & Cheg, 2003). Ambos os genes TRa e TRP podem sofrer splicing

alternativo e nove isoformas peptidicas podem ser isoladas. Trés peptidios funcionais tém



sido identificados: al (THA1) de TRa, 1 (THB1) e 2 (THB2) de TRp. As seis isoformas
restantes ndo possuem a por¢ao de ligacdo ao DNA e/ou dominio de ligacdo ao ligante, e suas
funcdes ndo sdo claras (Holsberger et al., 2005a). Em ratos, as principais isoformas funcionais
de TR sdao TRal e TRP1 (Cooke, 1996). O mRNA de TRal € abundante no testiculo em
desenvolvimento. Além disso, o mRNA de TRo2 e TRa3 também sdo expressos nas células
de Sertoli, contudo, ambas isoformas ndo medeiam a sinaliza¢do de T3 uma vez que ndo sdo
responsivas a esse hormonio (Holsberger et al., 2005a). Entretanto, segundo Macchia et
al.(2001), o TRa2 liga o hormdnio tireoidiano a elementos responsivos na auséncia de um
ligante e, como resultado, o mesmo pode ser antagonista constitutivo na sinalizagdo de T3
capaz de silenciar parcialmente a expressdo génica mediada por T3 (Macchia et al.,2001).
Além disso, todas as a¢des de T3 mediadas através de TR no testiculo sdo mediadas através
de TRP1 (Holsberger et al., 2005a).

De acordo com Cooke (1996) e Buzzard et al. (2000), o TRal € expresso no nicleo
das células de Sertoli em proliferacdo, diminuindo sua expressdo de forma coincidente com a
fase em que estas células cessam sua atividade mitdtica. Experimentos feitos com
camundongos knockout para as isoformas a e B do TR (TRaKO e TRBKO, respectivamente)
mostraram que T3 € incapaz de induzir a abertura do lume dos tdbulos seminiferos no
camundongo TRaKO0, mas ndo no camundongo TRBKO, sugerindo que a sinalizagdo através
de TRal é a via principal pela qual T3 promove a maturacdo normal da célula de Sertoli
(Holsberger et al., 2005a). Buzzard et al. (2000) mostraram a presenga dos receptores TRal
nas células de Leydig, bem como a ocorréncia dos mesmos em espermatogdnias
intermedidrias e espermatdcitos em paquiteno . Estes resultados sugerem que os hormonios
tireoidianos sdo importantes para a funcdo testicular nos animais adultos, funcionando,
provavelmente, como moderador para a sobrevivéncia das células germinativas (Buzzard et
al., 2000).

O PTU (6-propil-2- tiouracil) é uma droga bociogé€nica que inibe a captacdo de iodo e
a sintese de tiroxina (T4) na glandula tiredide e também inibe a deiodinagdo periférica do
hormonio T4 em T3 (Cooke & Meisami, 1991). Estudos demonstraram que o hipotireoidismo
neonatal transitério, causado pelo PTU, € capaz de aumentar significativamente o nimero de
células de Sertoli, o peso dos testiculos e a produgdo espermdtica em ratos, camundongos,
hamsters, galos domésticos e tildpias (Cooke, 1991; Cooke & Meisami, 1991; Cooke et al.,
1992; Cooke et al., 1993; Hess et al., 1993; Joyce et al., 1993; Cooke et al., 1994; Kirby et al.,

1996; Matta et al., 2002; Jansen 2007). Estudos mais detalhados nos animais tratados com



PTU mostraram que a redug@o na concentragdo dos hormonios tireoidianos torna mais lenta a
transicdo da fase proliferativa para a fase madura e ndo mitogénica da célula de Sertoli,
resultando em prolongamento da fase mitogénica e aumento da populagdo adulta de células de
Sertoli (Van Haaster et al., 1992; Joyce et al., 1993; Franca et al., 1995; Cooke, 1996).

No entanto, resultados paradoxais foram encontrados em suinos tratados com PTU nos
primeiros meses apds o nascimento (Silva Jr., 2000; Cooke et al., 2005). Nesta espécie, o
hipotireoidismo induzido pelo PTU reduziu significativamente o nimero de células de Sertoli
em animais adultos. Por outro lado, dependendo da dosagem utilizada, a administracio
neonatal de T3 aumentou ou reduziu o niimero destas células. Segundo Silva Jr. (2000) e
Cooke et al. (2005), estes resultados sugerem que diferengas nos mecanismos de regulagdo da
proliferac@o das células de Sertoli, através dos hormonios tireoidianos, podem ocorrer entre as
diversas espécies de mamiferos. Desta forma, particularidades relacionadas com a influéncia
temporal de outros tipos celulares presentes no testiculo tais como as células de Leydig, ndo
podem ser descartadas.

Nos experimentos que utilizaram ratos como modelo experimental, os animais
receberam PTU através do leite materno na fase de aleitamento. Com esta finalidade, o PTU
foi colocado na dgua de beber das ratas em concentragdes que variaram de 0,006 a 0,1%
(Cooke & Meisami, 1991; Cooke et al., 1993). Durante o periodo de tratamento observou-se
diminui¢do marcante no peso corporal dos animais tratados, cerca de 50% em ratos e 57% em
camundongos, conseqiiente a reducdo na concentracdo plasmatica de hormdnios tireoidianos,
permanecendo nos animais adultos uma diferenca de 15 a 25% do peso corporal em relagio
aos animais controle. Entretanto, nos ratos adultos que foram tratados com PTU nas primeiras
semanas de vida pdés-natal, o peso testicular e a producdo espermética didria aumentaram em
83% e 140%, respectivamente (Kirby et al., 1992; Hess et al., 1993; Cooke at al., 1994; Joyce
et al., 1993). Segundo Cooke et al. (1991), em ratos o hipotireoidismo neonatal ndo promove
alteracdes na espermatogénese ou na qualidade do espermatozéide produzido, observando-se
somente elevacao da producdo espermatica.

O prolongamento da fase mitdtica, e conseqiientemente do periodo imaturo das células
de Sertoli, devido ao tratamento com PTU, resulta em retardo na abertura do lume dos tibulos
seminiferos e inabilidade destas células em sustentar estdgios avangados do desenvolvimento
das células espermatogénicas. Isto acarreta degeneracdes das células germinativas e
diminui¢do do tamanho dos testiculos neste periodo (Franca et al., 1995). O marcante
contraste entre os efeitos negativos do tratamento com PTU na fase inicial do

desenvolvimento testicular e os eventuais efeitos positivos no testiculo adulto indica que o



periodo que se segue ao término do tratamento deve ser de acentuadas modifica¢des. Desta
forma, déficits no desenvolvimento testicular tais como atraso na formagao do lume tubular,
aumento da degeneracdo das células germinativas e diminui¢do do diametro tubular,
induzidos pelo tratamento com o PTU sado reversiveis; e, apds o término do tratamento, o
testiculo apresenta significativas alteracdes que vao acompanhar o aumento de tamanho do
testiculo adulto e a producdo espermatica, quando o animal retoma o estado eutiredidico
(Cooke et al., 1994).

Neste contexto, pelo fato da célula de Sertoli ter a capacidade de suporte relativamente
fixa para células espermatogé€nicas, de maneira espécie-especifica, o aumento da populagdo de
células de Sertoli propicia a maior disponibilidade de nichos, resultando em aumento na
proliferacdo das células germinativas, bem como de outros tipos celulares do testiculo (Hess
et al., 1993; Franca et al.,, 1995). Assim, fica evidente que os hormdnios tireoidianos sdo
responséveis pela maturacdo das células de Sertoli, exercendo papel muito importante para a
funcio testicular durante o periodo de desenvolvimento pds-natal dos testiculos (Van Haaster
et al., 1992; Cooke et al., 1994; Franca et al., 1995; Cooke, 1996). Contudo, é importante
ressaltar que os niveis de FSH e LH ficam reduzidos durante o periodo de tratamento e apds o
término do mesmo. No entanto, apesar dos niveis de andrégenos estarem baixos durante o
tratamento, nos animais adultos os mesmos apresentaram-se normais. Segundo Kirby et al.
(1992), paradoxalmente a maior proliferacdo das células de Sertoli nos animais tratados com
PTU ocorre na presenga de concentragcdes baixas de FSH. O tratamento com PTU diminui
ainda os niveis séricos de GH (hormdnio do crescimento) e PRL (prolactina) e induz aumento
de 14 vezes nos niveis de TSH (hormdnio estimulante da tiredide) circulante (Kirby et al.
1992). Estudos in vitro, mostraram que os hormdnios tireoideanos inibem diretamente as
mitoses das células de Sertoli estimulada por FSH, estimulando a producdo de mRNA de
proteinas secretérias caracteristicas de células de Sertoli mais diferenciadas (Cooke et al,
1994). Apesar dos estudos serem ainda incipientes, merece ser ressaltado que os hormonios
tireoidianos também alteram funcionalmente os componentes da membrana basal e as células
peritubulares midides (Arambepola et al., 1998; Loveland et al., 1998; Ulisse et al., 1998).
Segundo Miranda (2002), o FSH é capaz de aumentar aditivamente o nimero de células de
Sertoli em ratos Wistar tratados durante o periodo neonatal com PTU. No entanto,
provavelmente em decorréncia da maior producao de fluido tubular pelas células de Sertoli, e
o desenvolvimento ndo proporcional da porc¢do inicial dos ductos excurrentes (ductulos
eferentes e segmento inicial do epididimo), que limita a reabsor¢cdo adequada deste fluido, o

processo espermatogénico é comprometido nestes animais. Desta forma, o aumento acentuado



do ndmero de células de Sertoli em animais tratados com PTU + FSH compromete a funcio
espermatogénica em decorréncia de fatores extratesticulares (Miranda, 2002).

De maneira antagbnica aos efeitos do hipotireoidismo, elevadas concentracdes de T3
em ratos imaturos levam a redugdo no nimero de células de Sertoli, da producio espermética
e do peso testicular nos animais adultos, em virtude da diminui¢do do periodo mitogénico e
acelerac@o do processo de maturagdo das células de Sertoli (van Haaster et al., 1993). Altas
doses de T3, induzindo o hipertireoidismo, administradas durante a fase inicial do periodo
poés-natal, estimulam a produc¢do de inibina imunorreativa e também de inibina bioativa,
através das células de Sertoli, resultando em niveis baixos de FSH e redugdo do periodo de
proliferacdo destas células (van Haaster et al., 1993). Estudos em cultura de células de rato
mostram que o T3 inibe a atividade mitética das células de Sertoli, além de estimular
diretamente a producdo de mRNA de inibina Bg e clusterina, proteinas essas que sdo
excelentes marcadores de diferenciacio in vivo. Esses resultados indicam que o T3 promove
diretamente a diferenciacdo das células de Sertoli neonatais com concomitante alteragdo na
proliferacdo e atividade secretdria dessas células. Desta forma, ao lado do FSH, o T3 pode ser
considerado como importante regulador endécrino da célula de Sertoli (Cooke et al. 1994).

Os mecanismos moleculares pelos quais T3 induz a parada de proliferac@o e a saida da
célula de Sertoli do ciclo celular ndo s@o conhecidos. A progressdo do ciclo celular € regulada
por ciclinas e quinases dependentes de ciclina; estas por sua vez sdo reguladas por inibidores
especificos de quinase dependente de ciclina (CDKIs) como os da familia INK4 e Kip/Cip
(Holsberger et al., 2003). A supressdo de p27 (inibidor de quinase dependente de ciclina)
estende a proliferacdo da célula de Sertoli e, em dltima andlise, aumenta o tamanho do
testiculo adulto, o niimero de células de Sertoli e a producdo espermatica. Entretanto, o
hipertireoidismo aumenta bastante a expressdo de p27 na célula de Sertoli, em comparacdo
com os observados nos camundongos hipotireoidicos (Holsberger et al., 2003). Estudos
recentes mostraram que os hormonios tireoidianos estimulam os inibidores de quinase
dependentes de ciclina (CDKIs) p27Kip e p21°*!. Desta forma, em comparagio com o grupo
controle, camundongos Knockout para as proteinas p21 (p21KO), p27 (p27KO) e para ambas
as proteinas (DBKO), mostraram significativo aumento do peso testicular. Esses dados
sugeriram que p27 e p21 provavelmente exerciam papel inibitério na regulacdo do nimero de

células de Sertoli e que a perda de CDKI produz inicialmente aumento primario no nimero de

célula de Sertoli por testiculo e aumento secunddrio na producdo espermdtica didria e peso

testicular. De fato, além de terem demonstrado estes efeitos, a perda de ambos CDKIs



resultaram em efeito aditivo na producdo espermdtica didria e peso testicular, indicando que
essas CDKI desempenham importante papel no desenvolvimento testicular (Holsberger et al.,
2005Db).

Embora tenha sido demonstrado que os hormonios tireoidianos regulam a expressao
p27Kip e p21Cip ! nem o gene de p27Kip nem o de p21Cipl possuem elementos responsivos aos
hormonios tireoidianos, sugerindo que T3 afeta as CDKIs por um mecanismo indireto,
possivelmente regulando uma janela do ciclo celular que controla a degradacdo dessas
CDKIs. Dessa forma, por conter um motivo especifico que reconhece a fosforilagdo de p27Kjp
e de p21Cip "¢ que induz a ubiquitilagio desses genes através do recrutamento do complexo
enzimatico SCF™**?, a Skp2 foi considerada como uma importante proteina na regulacio da
atividade mitética das células de Sertoli. Estes resultados sugerem fortemente que os
hormonios tireoidianos inibem a atividade de Skp2, regulando assim a proliferagdo das
células de Sertoli (Holsberger et al., 2005¢). Vale ressaltar que os testiculos de camundongos
knockout para Skp2 apresentam menor nimero de células de Sertoli, provavelmente devido
aos aumentos dos niveis de p27Kip e de p21Cipl (Holsberger et al., 2005¢).

Além de seus efeitos sobre a populagdo de células de Sertoli, o tratamento com PTU
também influencia o niimero e a funcdo das células de Leydig (Hardy et al., 1993; Antony et
al., 1995; Hardy et al., 1996; Mendis-Handagama et al., 1998; Teerds et al., 1998; Mendis-
Handagama & Ariyaratne, 2004). Estudos morfométricos indicaram que o nimero de células
de Leydig em animais tratados com PTU foi 70% maior do que nos animais controle. No
entanto, tanto o tamanho destas células quanto o nimero de receptores para LH e o potencial
esteroidogénico das mesmas estavam reduzidos (Hardy et al., 1993), justificando o ndo
aumento nas concentracdes plasmaticas de testosterona nos animais tratados. Mendis-
Handagama et al. (1998) demonstraram que, no periodo neonatal, ratos tratados com PTU
apresentam prolongamento da fase de proliferacdo das células mesenquimais, retardando o
inicio da diferenciacdo em células precursoras de células de Leydig. Assim, um maior nimero
de células mesenquimais se diferencia nestas precursoras apds a suspensio do tratamento com
PTU. No entanto, em suinos adultos tratados com PTU no periodo neonatal, o nimero total de
células de Leydig e as concentracdes plasmdticas de testosterona ndo foram alterados,
mostrando que o padrdo de proliferacdo e de maturagio das células de Leydig em suinos

difere substancialmente daquele observado em ratos (Silva Jr., 2000; Cooke et al., 2005).



2- JUSTIFICATIVA E OBJETIVOS

Dentre os trabalhos desenvolvidos até o presente momento, utilizando como modelo
experimental o hipotireoidismo neonatal, foram poucos aqueles que estudaram os efeitos
desta condicdo sobre as células germinativas (Hess et al., 1993; Meisami et al., 1994; Maran
et al., 1999; Miranda, 2002). Hess et al. (1993) demonstraram que o numero de
espermatocitos em leptéteno aumentou 93% e o nimero de espermadtides arredondadas elevou
cerca de 84%, acompanhado por um nitido aumento do peso testicular e da producdo
espermadtica no adulto. Estudo desenvolvido por Simorangkir et al. (1997) € um dos poucos
que avalia as células da linhagem espermatogonial sob condi¢des de hipotireoidismo. Estes
autores estudaram o desenvolvimento das células germinativas no testiculo de ratos imaturos
sob esta condicdo experimental e verificaram que hd um prejuizo no desenvolvimento das
células germinativas durante os primeiros 30 dias pds-natais. Este trabalho nao fez distin¢do
entre os grupos de espermatogoOnias indiferenciadas e diferenciadas. Um outro estudo, in
vitro, mostra que o hormonio tireoidiano (T3) regula negativamente a expressdo da molécula
de adesdo de célula neural (NCAM) e afeta a ades@o dos gondcitos em cultura gondcito-célula
de Sertoli (Laslett et al., 2000). Tal fato é particularmente atrativo, pois demonstra a
importancia da interagdo gondcito-célula de Sertoli durante o desenvolvimento dos gondcitos.
Estes achados in vitro sugerem a possibilidade do T3 influenciar outros aspectos do
desenvolvimento gondcito-célula de Sertoli em neonatos, incluindo, mas ndo limitando, a
expressdo de fatores adesivos importantes para a interacio dessas células. Estudos utilizando
hibridiza¢do in situ e imunohistoquimica mostraram que mRNA para os receptores de
hormonios tireoidianos foram expressos especificamente nas células germinativas,
principalmente espermatogdnias, sugerindo que os mesmos possuem importante papel na
regulacdo dos estddios iniciais do desenvolvimento de células germinativas em camundongos
(Mu & Liu, 1998). No entanto, até o presente momento, ndo existem dados concretos na
literatura a respeito dos efeitos do hipo e hipertireoidismo neonatal sobre as células da
linhagem espermatogénica, particularmente espermatogonias.

Pelo fato de a célula de Sertoli interagir funcionalmente com as células tronco
espermatogonial e provavelmente constituir o nicho destas células, além de fornecer
importantes fatores que possivelmente controlam a auto-renovagdo e/ou diferenciacdo das

mesmas, varios estudos sustentam a hipétese de que a célula de Sertoli regula a manutengdo



do pool de espermatogdnias-tronco (revisdo em Li & Xie, 2005). Desta forma, considerando
que a célula de Sertoli pode ser o principal elemento controlador do nicho espermatogonial, o
presente trabalho pretende investigar os diferentes tipos espermatogoniais sob as condi¢des de
hipo e hipertireoidismo no intuito de correlacionar as modificacdes ocorridas na
diferenciagdo/maturagdo das células de Sertoli com a cinética espermatogonial, do nascimento
a idade adulta. Particularmente, pretendemos nesta investigacdo estudar o periodo durante o
desenvolvimento pds-natal do testiculo de camundongos, no qual ocorrerd maior
disponibilidade de nichos de espermatogdnias tronco. Eventualmente, estas espermatogdnias
podem ser utilizadas para aumentar a efici€ncia do transplante de células germinativas.

Desta forma, com a finalidade de se investigar a biologia dos diferentes tipos de
espermatogonias de camundongos C57BL/6J sob as condi¢des de hipo e hipertireoidismo em
diferentes idades, do nascimento fase adulta, os seguintes pardmetros serdo avaliados:

® biometria e morfometria dos testiculos, incluindo-se o percentual ocupado no
parénquima testicular pelos nucleos das células de Sertoli e diferentes tipos
espermatogoniais;

¢ morfologia dos gondcitos e dos diferentes tipos espermatogoniais;

e célculo do volume nuclear, volume citoplasmético, bem como volume celular
dos gondcitos e das espermatogdnias indiferenciadas e diferenciadas (A, As,
A3, A4, Il’l, B);

e cinética espermatogonial através do célculo do nimero de espermatogoOnias
indiferenciadas (Ajs, Apr, Aq) € diferenciadas (A, Az, Az, A4, In, B);

® investigacdo de uma idade durante o desenvolvimento pds-natal do testiculo de
camundongos, com maior disponibilidade de nicho/espermatogdnias tronco,
para que se tenha um doador eficiente de espermatogdnias tronco, com a
finalidade de melhorar a técnica do transplante de espermatogdnias;

® investigacdo do grau de diferenciagdo das células de Sertoli e a correlagdo
deste aspecto com a formacao do lume tubular e didmetro tubular;

e cdlculo do niimero de células de Sertoli por testiculo;

e determinacdo das relacdes quantitativas (razdes) entre os diferentes tipos
celulares constituintes do epitélio seminifero nos camundongos com 100 dias

de idade e cédlculo da produgdo espermdtica didria.



3. MATERIAL E METODOS

3.1 - Animais e tratamento

No presente estudo utilizaram-se camundongos machos da linhagem CS57BL/6J,
procedentes do biotério do Instituto de Ciéncias Bioldgicas da UFMG. Dois diferentes
tratamentos foram efetuados e as metodologias relacionadas aos mesmos estdo detalhadas a
seguir. No entanto, merece ser ressaltado que no total foram utilizados 152 camundongos nas
diferentes idades, considerando-se os grupos controle (n = 63), hipotiredideo (n = 57), e

hipertiredideo (n = 32).

3.1.1 - Experimento I - Hipotireoidismo

O PTU (6-propil- 2- tiouracil, Laboratério Sigma) foi a droga empregada para induzir
o hipotireoidismo neonatal transitério nos camundongos. Esta droga, utilizada na
concentracdo de 0,1% (p/v), foi adicionada na dgua de beber das maes lactantes durante os
primeiros 20 dias, ou seja, do nascimento da ninhada até 20 dias pés-parto. Desta forma, a
droga ingerida pela mae foi transferida para os animais recém-nascidos através do leite
materno, promovendo severo hipotireoidismo nesses animais (Kirby et al., 1992). Com a
finalidade de melhorar a palatabilidade do PTU, que tem sabor bastante amargo, foi
adicionado cerca de 10 gotas de adocante (Adocyl) por litro de solugdo, na agua de beber das
maes lactantes. As mdes dos animais do grupo controle receberam somente dgua. Os animais
foram sacrificados nas idades de 5, 10, 15, 20, 28, 37, 70 e 100 dias. Somente os animais
controle foram sacrificados com 1 dia de idade. O nimero amostral (n) variou de 4 a 6

animais por grupo experimental e idade.

3.1.2 - Experimento II - Hipertireoidismo

Os camundongos receberam diariamente injecdes intraperitoniais de 100ug T3/Kg de
peso corporal do dia 1 ao 15 e também foram sacrificados nas idades de 5, 10, 15, 20, 28, 37 e
100 dias. Devido a alta mortalidade dos animais submetidos ao tratamento com T3 (~75%), e
o fato de termos tido grandes dificuldades de completarmos todos os grupos experimentais, 0s
animais sacrificados na idade de 37 dias (n=4) receberam injecdes intraperitoniais de 50ug
T3/Kg de peso corporal do dia 1 ao 15. No entanto, mesmo com a reducdo da dose, observou-
se considerdvel indice de mortalidade (~60%). O horménio T3 (Laboratério Sigma) foi

dissolvido em 0,025 N NaOH em salina (Van Haaster et al., 1993). Os camundongos tratados



com T3 foram sacrificados nas idades de 5, 10, 15, 20, 28, 37 e 100 dias. Portanto, neste
grupo experimental, ndo foram sacrificados camundongos com 70 dias de idade. Os animais
controle do experimento com o hormoénio T3 (Experimeno II) foram os mesmos do

Experimento 1.

3.2. Coleta e processamento dos testiculos

Em funcdo do pequeno porte dos camundongos das idades de 1 e 5 dias, os testiculos
desses animais foram fixados por imersdo. Estes camundongos receberam injecdo
intraperitonial do anestésico tiopental sédico, na dosagem de 30 mg/kg de peso corporal. Em
seguida, os testiculos foram retirados e fixados em glutaraldeido a 5% em tampao cacodilato
0,05M, pH 7,3, durante 24 horas. Apés esta etapa, os testiculos foram pesados, colocados no
mesmo tampao e armazenados em geladeira, até o momento da inclusao.

Ja os testiculo dos camundongos das demais idades investigadas (10, 15, 20, 28, 37, 70
e 100 dias) foram fixados por perfusdo intra-ventricular esquerda. Aproximadamente 15
minutos antes da perfusdo os animais receberam heparina (125 UI/Kg de peso corporal). O
plano anestésico foi obtido por meio de injecdo intraperitoneal de tiopental. Posteriormente,
um cateter (22G = 1 mm) foi introduzido no ventriculo esquerdo e o leito vascular foi
perfundido com solugéo salina 0,9%, a uma pressdo de aproximadamente 80 mmHg. Apés a
retirada do sangue iniciou-se a perfusdo com glutaraldeido a 5% em tampdo cacodilato
0,05M, pH 7,3. Apos esta etapa que teve duracido de aproximadamente 20 a 30 minutos, 0s
testiculos foram retirados, pesados e recortados em fragmentos de 1 a 2 mm de espessura.
Estes fragmentos foram re-fixados por imersdo no mesmo tipo de fixador por mais 12 a 24
horas, a 4° C.

Apés a fixagdo primdria e lavagens em tampdo cacodilato por 60 minutos, os
fragmentos dos testiculos dos animais de todas as idades (1 a 100 dias) foram pés-fixados em
o6smio reduzido (tetréxido de 6smio a 1%, ferrocianeto de potdssio a 1,5% em tampio
cacodilato 0,05M em pH 7,3) a 4°C por 90 minutos. Apds desidratacdo em dlcool e acetona,
estes fragmentos foram incluidos em resina Araldite (EMS). Cortes semi-finos de
aproximadamente 1pum de espessura foram obtidos no micrétomo rotativo Leica RM 2165. Os
cortes histologicos foram corados com azul de toluidina- borato de sédio a 1%, montadas com
entellan (Laboratério Merck), e analisadas em microscépio Olympus.

Para cada animal investigado, o indice gonadossomitico, IGS, (relacdo percentual

entre a massa testicular e o peso corporal) foi estimado.



3.3 - Caracterizacao morfologica dos diferentes tipos de espermatogonia e célula de
Sertoli

Esta caracterizacao foi feita a partir de cortes transversais de tibulos seminiferos, em
todas as associagdes celulares ou estddios do CES nos animais p6s-ptiberes, onde todas estas
associacdes estdo claramente definidas, e também nos camundongos imaturos (de 5 a 28 dias
de idade). Desta forma, as espermatogonias indiferenciadas (A, Apr € Ay) e diferenciadas
(Aj4) foram morfologicamente caracterizadas, com o objetivo de comparar a morfologia e
evolucdo das mesmas nos diferentes grupos experimentais e também com aquelas de animais
imaturos. O principal critério utilizado para verificar a estrutura das mesmas, sob a
microscopia de luz, foi a morfologia nuclear que se baseou em: (1) na forma e posi¢do do
ndcleo; (2) na presenca e na disposi¢do da heterocromatina; (3) na granulosidade da
eucromatina; e (4) no grau de compactacio do nucléolo (Chiarini-Garcia & Russell, 2001).

Também neste contexto, com a finalidade de se avaliar o grau de diferenciagdo das
células de Sertoli, foi avaliada a morfologia destas células nos animais controle e naqueles
submetidos aos tratamentos com PTU e T3, nas diferentes idades investigadas.

Com o intuito de se investigar a evolugdo do processo espermatogénico nos diferentes
grupos experimentais, nos animais com 5, 10, 15, 20 e 28 dias de idade, que ainda ndo
apresentam espermatogénese completa, também foi avaliado o tipo de célula germinativa
mais avangada no processo espermatogénico. Este tipo de avaliacdo ndo foi feita nos animais
recém-nascidos pelo fato dos mesmos apresentarem somente gondcitos nos corddes

seminiferos (De Rooij & Van Disel-Emiliani, 1997).

3.4- Analises morfométricas

Todas as andlises morfométricas que serdo detalhadas nos proximos itens seguiram o
mesmo padrdo e metodologias previamente descritas por Neves et al., 2002; Franca &
Godinho, 2003; Leal et al., 2004; Leal & Franca, 2006; Almeida et al., 2006. Entre 4 e 6
animais foram avaliados para cada idade, nos trés diferentes grupos experimentais

investigados.

3.4.1 - Percentual de tiibulos seminiferos com lume e com apoptose
Com o objetivo de investigar a formac¢ado do lume tubular nos camundongos nas idades
de 5 a 37 dias, e nos diferentes tratamentos, 100 seccdes transversais de tubulos/corddes

seminiferos foram avaliados por animal. Desta forma, a seguinte classificacao foi estabelecida:



tibulos sem lume/sem vacuolacdo (SV), tibulos com vactolos (V), tibulos com lume pequeno
(LP) e tibulos com lume grande (LG). Esses resultados foram expressos em porcentagem.

Pelo fato da idade de 15 dias ser um momento critico para o desenvolvimento testicular
de camundongos, no qual as células de Sertoli estio em fase de diferenciagdo/maturacdo
(Vergouwen et al., 1991), o percentual de tibulos seminiferos com células germinativas em
apoptose foi também avaliado nesta idade. Com esta finalidade, 100 sec¢des transversais de

tubulos/corddes seminiferos foram quantificadas por animal.

3.4.2 - Proporcoes volumétricas (%) e volumes dos componentes do testiculo

As proporgdes volumétricas foram estimadas utilizando-se ocular com reticulo com
441 intersecgdes (pontos) por campo, em aumento de 1000x. Em virtude do tamanho da area
dos cortes histoldgicos, o nimero de campos estudados variou com as idades. Assim, para os
animais das idades de 1, 5, 10 e 15 dias foram analisados 30 campos, perfazendo um total de
13230 pontos. Ja para os animais com 20 dias de idade e entre 28 a 100 dias, foram analisados
40 (17640 pontos) e 80 campos (35280 pontos), respectivamente. Todos estes campos foram
escolhidos ao acaso. Dos componentes testiculares foram avaliados gondcitos, os diferentes
tipos espermatogoniais, espermatdcito em pré-leptdteno e células de Sertoli. Pelo fato de ter
sido considerada uma idade critica (ver resultados e discussdo), os vasos (diagnosticados
como capilar, artéria, veia e vaso linfatico) foram avaliados nos camundongos com 10 dias de
idade.

Para calculos subseqiientes e quando pertinente, o volume de cada componente
testicular avaliado, expresso em uL, foi estimado a partir do conhecimento do volume liquido
do testiculo. O valor deste tltimo foi obtido subtraindo-se do peso bruto do testiculo o peso da
tunica albuginea: média de 3,5% por animal/idade investigada (dados do Laboratério de
Biologia Celular, ICB/UFMG). Como a densidade do testiculo € muito préxima de 1 (1,03 a
1,04; Franga, 1991), o peso do testiculo foi considerado igual ao seu volume. O volume de
cada um destes componentes foi calculado conforme férmula abaixo:

_V,.X
100

onde: V = volume de um determinado componente no testiculo (uL)
Vr = volume total do parénquima testicular (uL)

X = porcentagem ocupada por um determinado componente no testiculo (%)



3.4.3 — Diametro tubular
O didmetro tubular médio por animal foi obtido a partir da mensuracgdo ao acaso de 10
a 20 seccdes transversais de tiibulos seminiferos que apresentaram contorno o mais circular

possivel, utilizando-se ocular micrométrica de 10x, com aumento final de 400x.

3.4.4 - Calculo do volume nuclear das células germinativas e células de Sertoli
O volume nuclear dos gondcitos, espermatogdnias, espermatdcito em pré-leptoteno e

das células de Sertoli foi mensurado utilizando-se a seguinte férmula:

Vn=—7R’
3
onde: Vn = volume nuclear (pm3)

n=3,1416

R =raio nuclear (didmetro nuclear / 2)

O diametro nuclear médio representa ao valor médio dos diametros de 30 a 40 nicleos
para cada tipo celular avaliado por animal, nas diferentes idades investigadas. Como o ntcleo
das espermatogdnias possui forma normalmente ovéide, as mesmas tiveram o didmetro maior
e menor mensurados e o valor médio calculado. Da mesma forma, as células de Sertoli
também tiveram seus didmetros maior e menor medidos. Neste tipo de avaliacdo, somente as
células de Sertoli com nucléolo evidente foram consideradas. Estes diametros foram medidos

com o auxilio de ocular micrométrica de 10x da Olympus, acoplada a objetiva de 100x,

resultando em aumento final de 1000x.

3.4.5 - Namero de células de Sertoli por testiculo
De posse do volume nuclear (pm3) das células de Sertoli, da proporcdo volumética
(%) das mesmas no testiculo, e do volume total (uL) ocupado por estas células no testiculo,

foi estimado o nimero de células de Sertoli por testiculo, conforme férmula abaixo:

NCs =L
Vn

onde: NC, = niimero de células de Sertoli no testiculo (x10°%)
V = volume total de células de Sertoli no parénquima testicular (uL)

Vn = volume nuclear da célula de Sertoli (pm3)



3.4.6 — Volume individual das células germinativas

O célculo do volume individual dos gondcitos, dos diferentes tipos espermatogoniais e
dos espermatdcitos em pré-leptoteno foi investigado empregando-se reticulo com 441
intersec¢des (pontos), em um total de 20 células por tipo celular, em aumento de 1000x.
Pontos sobre o citoplasma e o nicleo destes tipos celulares foram contados por animal, com a
finalidade de se determinar a propor¢do (%) entre niicleo e citoplasma. De posse do volume
nuclear estimado previamente, foi possivel calcular o volume citoplasmatico e,
conseqiientemente, o volume individual (volume celular), dos tipos celulares avaliados. Estes

valores foram expressos em micrometros ctibicos. Conforme os célculos:

Volume citoplasmético = % citoplasma x volume nuclear
% nucleo
Volume celular = volume nuclear + volume citoplasmatico

3.4.7 - Namero de células germinativas por testiculo

De posse do volume individual (pm3) das células germinativas avaliadas (gondcitos,
espermatogOnias e espermatdcitos primarios em pré-leptéteno), da propor¢do volumética (%)
das mesmas no testiculo, e do volume total (uL) ocupado por estas células no testiculo, foi
calculado o numero destas células por testiculo, conforme férmula abaixo:

ne="
Vn

onde: NC = ndmero de célula no testiculo (x106)
V = volume celular no parénquima testicular (uL)

Vc = volume celular individual (pm3)

E importante ressaltar que a partir da idade de 10 dias, o niimero absoluto de cada tipo

espermatogonial foi corrigido pela freqii€ncia do estddio em que a mesma ocorre.

3.4.8 - Contagem do nimero de células germinativas e de células de Sertoli por seccao

transversal de tdbulo seminifero



Esta andlise teve como principal objetivo fornecer dados para se investigar
quantitativamente a evolu¢cdo do processo espermatogénico através de indices ou razdes
celulares, na idade de 100 dias. As contagens dos diferentes tipos celulares investigados
foram obtidas em 10 (raramente 5) secc¢des transversais de tibulos seminiferos, com perfis o
mais arredondado possiveis no estddio VII do ciclo do epitélio seminifero no aumento de
1000x. Os seguintes tipos celulares foram avaliados:

e Espermatogdnias do tipo A

e Espermatdcitos primarios em pré-leptéteno

e Espermatdcitos primdrios em paquiteno

e Espermdtides arredondadas

® Nucléolo de célula de Sertoli

Todas as contagens celulares da linhagem espermatogénica obtidas foram corrigidas

para o didmetro nuclear ou nucleolar (célula de Sertoli) e espessura do corte histoldgico,
utilizando-se a férmula de Abercrombie (1946), modificada por Amann & Almquist (1962),

conforme segue:

Espessura do corte

Numero corrigido = contagem obtida x

Espessura do corte + DM 4 - { DM
2 4

O didmetro nuclear médio (DM) representou a média dos didmetros de 10 nicleos de
células germinativas por estddio e por animal. Estes didmetros foram medidos com o auxilio
de ocular micrométrica de 10x, acoplada a objetiva de 100x, propiciando aumento final de
1000x.

As contagens de células de Sertoli foram corrigidas para o didmetro nucleolar e
espessura dos cortes histologicos, utilizando-se a mesma metodologia empregada para a
correcdo do numero de células germinativas. Desta forma, foram quantificados somente
células de Sertoli com nucléolo visivel, os quais tiveram seus didmetros medidos da mesma

forma citada para as células germinativas.

3.4.9 - Razoes entre nameros celulares



Para se estimar a eficiéncia do processo espermatogénico e da célula de Sertoli foram
calculadas as razdes entre os nimeros corrigidos de células espermatogénicas e entre estas
ultimas e as células de Sertoli. As seguintes razdes baseadas nas contagens feitas no estadio
VII foram obtidas:

¢ [Espermatdcitos primdrios em pré-leptéteno/espermatogonias do tipo A
(coeficiente de eficiéncia de mitoses espermatogoniais)

e Espermétides arredondadas/espermatogdnias do tipo A (rendimento geral da
espermatogénese)

e Espermatdcitos primdrios em paquiteno/espermatdcitos primdrios em pré-
leptéteno

¢ Espermatides arredondadas/espermatdcitos primarios em paquiteno (indice
meiodtico)

¢ Espermaitides arredondadas/nucléolos de célula de Sertoli (eficiéncia da célula

de Sertoli)
3.4.10 - Calculo da producao espermatica diaria por testiculo e por grama de testiculo
Esta estimativa foi feita de acordo com Franga (1992), utilizando-se a seguinte

férmula:

PED = N° total de células de Sertoli por Testiculo x ICS x frequéncia do estadio VII (%)

Duragéo do estadio VII (dias)

onde: PED = produg¢do espermatica didria;

ICS = ndmero de espermatides arredondadas por célula de Sertoli no estadio VII.

Para se obter a PED por grama de testiculo, a PED foi dividida pelo peso liquido do
testiculo. A duracdo do estddio VII foi baseada na duracdo do ciclo do epitélio seminifero

estimada para camundongos C57BL/6J (Avelar et al., 2003).

3.5- Anadlises estatisticas
Os resultados obtidos foram analisados com auxilio do programa ‘“Excel for

Windows”, sendo estimadas as médias, desvios padrdes e erros padroes da média. Os dados



obtidos foram expressos como média erro padrdo da média (EPM). As médias para os
diversos pardmetros avaliados, nos trés diferentes grupos experimentais investigados, foram
analisadas através de ANOVA, utilizando-se o teste Student-Newman-Keuls do programa
STATISTICA 3.11 (StatSoft, Inc., Tulsa, Oklahoma, USA, 1995). O nivel de significancia

considerado foi de p<0,05.



4. RESULTADOS

4.1 - Pesos corporal, testicular e indice gonadossomatico

Os dados referentes ao peso corporal dos camundongos controle e tratados com PTU e
T3 estdo ilustrados na Figura 3A. Conforme pode ser observado nesta figura, o peso corporal
foi semelhante entre os tratamentos (p>0,05) nos animais sacrificados nas idades de 5 a 15
dias. Aos 20 dias, somente o tratamento com T3 foi capaz de diminuir (p<0,05) o peso
corporal. Contudo, a partir de 28 dias de idade, o peso corporal dos animais controle foi
sempre maior (p<0,05) do que o dos animais submetidos aos diferentes tratamentos.

Os valores médios obtidos para o peso testicular e indice gonadossomaético (IGS) estdo
também ilustrados na Figura 3. Conforme pode ser observado na Figura 3B, em comparacio
com o grupo controle os animais tratados com PTU apresentaram maior peso testicular
(~30%) na idade de 10 dias (p<0,05), o qual apresentou-se reduzido (p<0,05) nas idades de 20
e 28 dias. No entanto, esta tendéncia foi oposta nos animais adultos (70 e 100 dias) tratados
com PTU, que apresentaram maior peso para este 6rgao (p<0,05). J4 os animais tratados com
T3, quando comparados com os dois outros grupos experimentais, apresentaram peso
testicular sempre menor (p<0,05) partir de 15 dias de idade.

Em comparag@o com os grupos controle e tratado com T3, o indice gonadossomatico
(Figura 3C) dos animais que receberam PTU foi maior (p<0,05) entre 5 e 15 dias de idade e
nos animais adultos. Por outro lado, seguindo tendéncia semelhante ao observado para o peso
testicular, nos camundongos tratados com T3 o IGS foi sempre menor (p<0,05) a partir de 20

dias de idade.

4.2 - Analise histomorfométrica do testiculo
4.2.1 - Diametro tubular, formac¢ao do lume e presenca de apoptoses

A partir de 10 dias de idade o diametro dos tibulos seminiferos dos animais tratados
com PTU mostrou-se sempre menor (p<0,05) do que o dos animais controle e tratados com
T3 (Figuras 4, 6-8). Em contraste, nos animais tratados com T3, os valores observados para o
didmetro tubular foram maiores (p<0,05) nas idades entre 5 e 15 dias e aos 37 dias quando o
processo espermatogénico ja estad completo em todos os grupos (Figura 8A-C), e espermétides
maduras em processo de espermiacdo sdo observadas. De maneira interessante, na idade de
100 dias hd uma equiparagdo (p>0,05) entre os didmetros tubulares nos trés grupos

experimentais investigados.



Quanto a formag@o do lume, que ¢ um importante marcador funcional que retrata o
grau de diferenciagdo e secre¢do de fluido pelas células de Sertoli, nenhum corddo seminifero
apresentava processo de luminagdo até os 5 dias de idade (Figuras 6A-D e 9A). Aos 10 dias
de idade, somente os camundongos tratados com T3 apresentavam luminagdo, que foi
evidenciada, em diferentes graus, em cerca de 70% dos corddes/tibulos avaliados (Figs. 6G e
9B). Ja nos animais sacrificados aos 15 dias, aqueles hipotireoideos continuavam sem
luminacdo aparente, enquanto nos controles cerca de 15% de tibulos possuiam lume (Figs.
7A-B e 9C). Surpreendentemente, nos camundongos hipertiredideos houve uma redugéo de
cerca de 20% dentre aqueles tubulos que haviam apresentado luminagdo (Figs. 7C e 9C),
reducdo esta drasticamente acentuada aos 20 dias, quando somente 15% dos tibulos
apresentavam lume (Figs. 7F e 9D). Conforme serd visto adiante, esta tendéncia foi revertida
aos 28 dias. Ainda aos 20 dias, os corddes seminiferos dos animais hipotiredideos
permaneceram sem lume. Por outro lado, aumento significativo no percentual dos mesmos
(~15% para ~60%) ocorreu nos controles (Figs. 7D-E e Fig. 9D). Aos 28 dias, periodo que
antecede a instalacdo completa do processo espermatogénico, ocorreu pela primeira vez o
aparecimento de lume nos animais tratados com PTU, apesar do percentual observado (~30%)
ter sido significativamente menor (p<0,05) se comparado com a presenga de lume (~60%) nos
de tibulos seminiferos dos animais controles e tratados com T3 (Figs. 7G-1 e 9E). Finalmente,
aos 37 dias, quando espermatozdides ja sdo formados nos trés grupos experimentais
investigados, praticamente todos os tubulos mostraram lume (Figs. 8 A-C e 9F), ainda que o
mesmo tenha apresentado tamanhos diferentes, sendo notadamente menor nos animais
tratados com PTU. O total de tiibulos seminiferos apresentando lume, nas diferentes idades e
nos trés grupos experimentais investigados, estd sumarizado na Fig. 10.

Os resultados encontrados para tdbulos/corddes seminiferos com apoptoses mostraram
que pouco mais de 20% destes tubulos/corddes apresentam células germinativas em
degeneracdo, enquanto este percentual é cerca de 32% e 35% nos animais tratados com T3 e
PTU, respectivamente. Merece ser ressaltado que somente foi avaliado a presenga ou nio de

apoptoses e ndo o nimero das mesmas por se¢do transversal de tibulos/corddes.

4.2.2 - Morfometria das células de Sertoli
O tamanho do ntcleo das células de Sertoli reflete o grau de diferenciacdo e a
atividade funcional destas células. Os dados referentes ao volume nuclear destas células,

obtidos a partir da mensuragdo do didmetro nuclear, estdo mostrados na Figura 11. Conforme



pode ser evidenciado, nas idades de 10 e 15 dias, os animais hipertire6ideos apresentaram
maiores (p<0,05) volumes nucleares em comparacdo com os demais grupos experimentais.
Aos 20 dias, os valores observados para este parametro encontraram-se intermedidrios
(p<0,05) entre aqueles obtidos para os grupos controle e hipotiredideo. Seguindo esta
tendéncia de diminui¢do gradual, nos camundongos tratados com T3 e avaliados nas duas
idades subseqiientes (28 e 37 dias), o volume do niicleo da célula de Sertoli foi menor
(p<0,05) do que o dos controles e dos animais tratados com PTU (somente aos 37 dias). Aos
100 dias, os valores obtidos para os dois grupos tratados apresentaram-se reduzidos (p<0,05),
em comparacdo com o de camundongos controles. De forma interessante, houve um certo
paralelismo entre os resultados obtidos para o processo de luminag¢éo dos corddes seminiferos
e volume do nicleo da célula de Sertoli. Desta forma, entre 10 e 20 dias, época em que ndo
apresentavam lume, o volume nuclear foi menor nos camundongos hipotiredideos,
particularmente aos 20 dias (p<0,05).

O ndmero total de células de Sertoli por testiculo nao mostrou diferengas significativas
(p>0,05) nas trés condi¢cdes experimentais avaliadas, aos 5 dias de idade (Figura 12). No
entanto, a partir de 10 dias, o nimero destas células permaneceu sempre maior (p<0,05) nos
animais tratados com PTU e menor (p<0,05) naqueles que receberam T3. Provavelmente pelo
fato de ter sido tratado com doses menores de T3, merece ser ressaltado que aos 37 dias nos
camundongos deste grupo valores mais elevados para o nimero total de células de Sertoli por
testiculo.

De maneira geral, ap6s aumentos significativos (p<0,05) nas idades anteriores
avaliadas (1, 5 e 10 dias) a partir de 15 dias de idade observa-se tendéncia forte de
estabilizacio no numero de células de Sertoli por testiculo nos trés diferentes grupos
experimentais. No entanto, merece ser ressaltado que nos camundongos tratados com T3 ndo
houve diferenca entre 5 e 10 dias ap6s o tratamento (p> 0,05) e que, em comparagdo com 100
dias, o ndmero de células de Sertoli foi menor (p<0,05) na idade de 20 dias. Conforme ja foi
salientado, neste tratamento o nimero de células de Sertoli foi significativamente maior

(p<0,05) aos 37 dias, em comparag@o com as demais idades.

4.2.3 - Morfologia dos gondcitos e espermatogonias e tipo celular mais avancado nas
diferentes idades avaliadas
A andlise histoldgica dos testiculos mostrou que com 1 dia de idade somente gondcitos

foram observados no epitélio seminifero. Estas células germinativas apresentavam morfologia



classica com nucleo grande (ver Tab. 1) e claro (sem heterocromatina) e até trés nucléolos
(Fig. 5) e com citoplasma também mais claro (Figura 6A). Os gondcitos encontravam-se
preferencialmente no centro dos corddes seminiferos ou migrando em dire¢do a base dos
mesmos, sendo este aspecto denotado através da observacdo da emissdo de prolongamentos
destes gondcitos em dire¢do 2 membrana basal.

A morfologia das espermatogénias (Fig. 5), tanto nos animais jovens quanto nos
adultos e nos diferentes grupos experimentais investigados, ndo divergiu do observado por
Chiarini-Garcia & Russell (2001) em animal adulto. Desta forma, ndo nos deteremos no
presente estudo na descricdo detalhada das mesmas. E importante ressaltar, no entanto, que
um tipo de espermatogdnia em particular, designada de vacuolada (Fig. 5), foi observado nos
animais investigados a partir de 5 dias de idade nos trés grupos experimentais. Por
apresentarem caracteristicas semelhantes as espermatogonias alinhadas descritas por Chiarini-
Garcia & Russell (2001) e também por apresentar de maneira geral tamanho préximo aquele
das espermatogdnias mais iniciais, no presente trabalho estas células foram agrupadas como
espermatogOnias indiferenciadas.

Com 5 dias de idade, nos animais controle e tratados, as células germinativas mais
avancadas foram as espermatogdnias diferenciadas com caracteristicas morfoldgicas
semelhantes aquelas do tipo As descritas por Chiarini-Garcia & Russell (2001), (Figura 6B-
D). Aos 10 dias de idade, células espermatogénicas na fase inicial da préfase meidtica I
(espermatdcitos-primario em pré-leptéteno) ja eram observados nos trés grupos
experimentais. Vale ressaltar que nesta idade ja se tem indicios da organizagdo dos diferentes
tipos de células germinativas em associacdes celulares ou estadios caracteristicos do CES de
camundongos (Figura 6E-G). Conforme pode ser notado na Figura 7A-C, nos animais
controle e tratados com 15 dias de idade as células germinativas mais avangadas foram os
espermatocitos primdrios em paquiteno. Este tipo celular é o que apresenta a duracdo
nitidamente mais longa durante a préfase meidtica, perfazendo ~82% de um CES (8,7 dias)
em camundongos C57 (Avelar et al.,2003), ocorrendo um grande aumento no didmetro
nuclear destas células. Neste contexto, o didmetro nuclear destes espermatdcitos foi
semelhante (p>0,05) nos animais controle e tratados com PTU, apresentando maior diametro
nuclear (p<0,05) naqueles que receberam T3. Este dado sugere que o processo
espermatogénico destes animais sofreu uma ligeira aceleracdo, se comparado com os animais
controles e tratados com PTU da mesma idade. No entanto, conforme serd mostrado adiante,

os tratamentos podem eventualmente alterar o tamanho das células germinativas. De maneira



geral, principalmente nas primeiras semanas, em uma andlise qualitativa, os camundongos
hipotiredideos apresentavam mais apoptoses, como por exemplo na Figura 7B.

Com exce¢do dos camundongos hipotiredideos, cujas células continuavam ainda na
fase de paquiteno aos 20 dias de idade tanto nos animais controle quanto naqueles tratados
com T3 as células germinativas mais avancadas foram as espermdtides arredondadas na fase
1, que se encontravam no estiddio I do CES (Figura 7D-F). Com quatro semanas de idade,
quase todos animais controle (5 em 6) apresentaram como célula germinativa mais avancada
as espermdtides em alongamento na fase 9-10, e, a semelhanca dos animais que receberam
T3, somente um animal controle apresentou espermatide em alongamento na fase 13. Por
outro lado, nos camundongos tratados PTU, denotando perceptivel atraso na evolucdo do
processo espermatogénico, as espermatides na fase 7-8 foram observadas (Figura 7G-I). De
maneira interessante, aos 28 dias de idade ndo foi fato incomum observar nos animais
controle e tratados com T3 assincronia no ciclo do epitélio seminifero como, por exemplo,
figuras de meiose associadas com espermdtides em alongamento na fase 9, bem como
espermdtocitos secunddrios associados a espermdtides alongadas na fase 10. A partir de 37
dias de idade, todos os tipo celulares, incluindo-se ai espermatozoéides, estavam presentes nos
tibulos seminiferos dos animais controles e tratados (Figura 8A-H), valendo salientar que

aqueles tratados com PTU apresentavam ainda poucos tibulos seminiferos com espermiacao.

4.2.4 - Morfometria dos gondcitos, das espermatogonias e de espermatdcitos primarios
em pré-leptéteno
4.2.4.1 - Volumes celular, nuclear e citoplasmatico

Os dados inerentes ao tamanho das espermatogdnias e dos espermatdcitos primarios
em pré-leptotenos, nas diferentes idades e grupos experimentais investigados, estdo ilustrados
na Figura 13 e 14. Ja as Tabelas 1-8 mostram, além do volume celular, os didmetros
nucleares, tamanhos do nicleo e do citoplasma dos gondcitos e das
espermatogOnias/espermatocitos. Devido o grande nimero de dados, neste item especifico
procuraremos nos ater a tendéncia predominante dos resultados obtidos para as diferentes
idades e grupos experimentais. Por outro lado, o nimero das células investigadas, também
mostrado nas Tabelas 1-8, serd contemplado em item subseqiiente.

Conforme j4 foi salientado, aos 5 dias de idade o tipo celular mais avancado nos trés
grupos estudados foi a espermatogdnia do tipo As. A Figura 13A mostra que o volume das

espermatogonias indiferenciadas (Ajng + Avac) foi diferente (p<0,05) nos trés grupos



investigados, sendo maior nos controles e menor nos camundongos tratados com T3 que
também apresentaram menor (p<0,05) volume celular das espermatogdnias diferenciadas (A;.
3). A mesma tendéncia encontrada para o volume celular dos diversos tipos de
espermatogOnias foi observada para o volume nuclear e citoplasmatico.

Conforme mostrado na Figura 13, a curva de volume dos diferentes tipos celulares
investigados mostra tendéncia bastante semelhante para as diferentes idades avaliadas e
também para os diferentes grupos experimentais, incluindo-se ai a idade de 5 dias na qual,
conforme ja salientado, o tipo celular mais avancado foi a Aj. Desta forma, considerando-se a
média obtida para os diferentes grupos experimentais e as varias idades investigadas, ocorreu
crescimento gradual de cerca de 25%, de espermatogdnias indiferenciadas até espermatogonia
do tipo A (de ~400pum’® a ~500pum?). A partir daf até espermatogdnias do tipo B, decréscimo
de pouco mais de 30% foi observado (de ~500um® a ~330um?). Posterior diminui¢do, com
semelhante magnitude (~30%), ocorreu de espermatogdnia do tipo B para espermatdcitos
primdrios (pré-leptétenos) na fase inicial da meiose (de ~330um’ a ~230um”). De maneira
geral, tendéncia semelhante foi observada para os valores referentes aos volumes nucleares e
citoplasmaticos (Tabs. 1 a 8), conforme ilustrado para os volumes nucleares de
espermatogOnias indiferenciadas para espermatogdnias do tipo A; (de ~300pm3 a ~370pm3).
Deve ser ressaltado que para estes tipos celulares em particular o volume nuclear foi
proporcionalmente bastante elevado e compreendeu cerca de 75% do volume celular total.
Este mesmo raciocinio € vélido para espermatogdnia do tipo A4, cujo volume nuclear também
representou % do volume celular (~310um3 de ~420pm3). Estes resultados sugerem
fortemente que esta elevada proporgao se aplica a todas as espermatogdnias de camundongos.
Por outro lado, mostrando uma tendéncia diferente para a meiose, o nucleo dos
espermatocitos primarios em pré-leptdteno representa cerca de 2/3 do volume celular
(~155um’ de ~230pum>).

Em relag@o aos diferentes tratamentos foi possivel observar que, nas idades de 10 e 15
dias (Figura 13), com raras exce¢des, os volumes das células espermatogénicas avaliadas
foram bastante préximos (p>0,05). Por outro lado, nas demais idades investigadas, de maneira
geral, em contraste com os animais controles, os camundongos tratados com T3 apresentaram
os menores (p<0,05) volumes celulares, enquanto os animais que receberam PTU
apresentaram volume celular semelhante ou inferior aos controles, exceto pra 20 dias, em que

nestes animais hipotiredidicos alguns tipos celulares apresentaram o maior volume (Figuras



13 e 14). Desnecessdrio seria comentar que os volumes nucleares e citoplasmdticos seguiram
praticamente as mesmas tendéncias (Tabs. 1 a 8).

Exceto para as idades de 5 e 10 dias, um resultado que merece ser comentado foi o
fato das espermatogénias do tipo A indiferenciadas terem tendéncia muito forte de
apresentarem menores volumes celular e nuclear, em comparagdo com as outras

espermatogonias do tipo A (Aj-A4), nos trés grupos experimentais investigados.

4.2.4.2 - Numero total de espermatogonias e de espermatdcitos primarios em pré-
leptoteno por testiculo

Os valores obtidos para o nimero de células germinativas estdo mostrados nas Figuras
15 e 16 e nas Tabelas de 1 a 8. Conforme pode ser observado, aos 5 dias, exceto para
espermatog6nias do tipo Aing € Az, 0 nimero dos outros tipos celulares presentes nesta idade
(A; e Ap) foi maior (p<0,05) nos camundongos hipotiredideos em comparagdo com oS
animais controles (Fig. 15A). Apesar de normalmente ndo apresentarem significincia
estatistica, os valores encontrados para os animais hipertire6ideos ficaram num patamar
intermediario entre aqueles de camundongos tratados com PTU e os controles.
Particularmente para o grupo controle, o nimero de gondcitos por testiculo, obtido ao
nascimento, foi praticamente o dobro (0,5){105 VS. 0,24x105) do valor encontrado para
espermatogoOnias indiferenciadas e semelhante (0,5)(105 VS. 0,6x105) ao ndmero total de
espermatogonias do tipo A, nos animais com 5 dias de idade (Tab. 1). Estes resultados
sugerem que parte dos gondcitos se diferenciou em espermatogdnias enquanto outros
provavelmente sofreram apoptose.

Vale ressaltar, que exceto para as idades de 1 e 5 dias, nas demais idades avaliadas o
ndmero total de espermatogdnias indiferenciadas foi dividido por 8,7 dias que € a duragéo de
um CES em camundongos C57 (Avelar et al., 2003). Este divisor arbitrariamente escolhido
partiu do conhecimento de que estas espermatogdnias estdo presentes, em menor ou maior
nimero, em todos os estddios do CES (ver Fig. 2). Portanto, os niimeros obtidos para este tipo
espermatogonial devem ser considerados como valores relativos. Ja o divisor utilizado para os
demais tipos de células germinativas (A; a Pl) foi o da duragdo especifica do (s) estddio (s) no
qual (is) estes tipos aparecem. Neste caso especifico, os valores encontrados sdo mais
préximos daqueles que seriam reais.

A semelhanca do item anterior, devido o grande niimero de dados, neste item também

descreveremos a tendéncia predominante dos resultados obtidos para as diferentes idades e



grupos experimentais. Neste sentido, particularmente na idade de 10 dias, de maneira geral os
animais hipotiredideos apresentaram maior (p<0,05) nimero de células germinativas do que
os outros dois grupos experimentais (Fig. 15B). E importante salientar que o nimero total de
espermatogonias do tipo A, incluindo-se af as indiferenciadas, € significativamente maior nos
animais tratados com PTU (Tab. 2). Quanto as demais idades investigadas, de maneira geral
os animais hipotire6ideos apresentaram nimero de células germinativas maior ou igual aos
controles, contrastando com os camundongos hipertiredideos que mostraram menor (p<0,05)
nimero destas células (Figs. 15 e 16). E interessante ressaltar que apds a puberdade ocorreu
uma tendéncia muito forte dos animais tratados com PTU apresentarem maior ndmero de
espermatogOnias do tipo B e de pré-leptdtenos, tendéncia esta mais nitida nos animais adultos.

Quanto ao numero total de espermatogdnias do tipo A nas diferentes idades e grupos
experimentais, os valores encontrados estdo mostrados na Figura 17. Em comparacdo com o
grupo controle, em quatro das oito idades investigadas, os animais tratados com PTU
apresentaram maior nimero de espermatogonias do tipo A (p<0,05), particularmente, aos 10
dias de idade a diferenca observada foi de quase 100%. J4a os camundongos tratados com T3
s6 ndo mostraram menor numero (p>0,05) de espermatogénias aos 5 e 37 dias de idade,
provavelmente devido ao maior nimero de células germinativas por drea (ver didmetro
tubular aos 5 dias de idade; Figs. 6B-D e 8A-C) e a menor dose de T3 para os animais
sacrificados aos 37 dias. Em contraste com os outros dois grupos, cujos nimeros totais de
espermatogOnias mostraram uma curva nitidamente ascendente até o estabelecimento da
puberdade (37 dias), nos animais tratados com T3 estes valores permaneceram relativamente
estaveis entre 5 e 15 dias (p>0,05), diminuindo aos 20 dias (p<0,05). No entanto, em relacéo
as idades anteriores, maior nimero total de espermatogdnias (p<0,05) foi observado aos 28

dias de idade.

4.3 - Indices celulares e producao espermatica diaria

Conforme ja salientado, os indices celulares foram estimados a partir de nimeros
corrigidos obtidos de contagens nucleares e nucleolares de células germinativas e somadticas
presentes nos estddio VII do CES. Desta forma, pode se observar na Tabela 9 que tanto a
eficiéncia da célula de Sertoli quanto o indice meidtico foram semelhantes (p>0,05) nos trés
grupos experimentais investigados. Estes indices mostram que aproximadamente 10
espermdtides sdo suportadas por célula de Sertoli e que 25 a 30% de perdas celulares ocorrem

durante a préfase meidtica, considerando que quatro espermatides s@o formadas para cada



espermatdcito primério. Por outro lado, a partir dos resultados obtidos para o peso testicular e
ndmero de células de Sertoli por testiculo, em comparagdo com o grupo controle, a producio
espermatica didria por testiculo foi significativamente maior (p<0,05) e menor (p<0,05) nos
grupos tratados com PTU e T3, respectivamente. Ja a produgdo espermdtica por grama de

parénquima testicular foi significativamente maior (p<0,05) nos animais tratados com T3.



5. DISCUSSAO

5.1- Peso corporal

Embora as dosagens hormonais de T3, T4 e TSH ndo tenham sido feitas no presente
trabalho, a evolucdo do peso corporal dos camundongos investigados neste estudo permitiu
inferir que os tratamentos com T3 e PTU causaram efeitos no desenvolvimento deste
pardmetro que se apresentou sistematicamente menor a partir de trés (T3) e quatro (PTU)
semanas apds o inicio do tratamento. Em relacdo ao PTU, diferente de nossos resultados,
camundongos Swiss mostraram peso corporal significativamente reduzido ja duas semanas
apds o inicio do tratamento (Joyce et al., 1993). Enquanto uma semana ap6s o final do mesmo
estd reducdo chegou a quase 60%, valor este bem maior do que ~20% encontrado para
camundongos C57BL/6J por nds investigados. No entanto, na idade adulta ocorreu uma
inversdo desta tendéncia, pois os camundongos CS57BL/6J apresentaram quase 30% de
reducdo deste parimetro e os Swiss somente cerca de 20%. Pelo fato da concentracdo da
droga utilizada ter sido a mesma (0,1%) em nosso estudo e naquele desenvolvido por Joyce e
colaboradores, resta inferir que os valores encontrados para o peso corporal devem-se as
diferencgas entre linhagens de camundongos utilizadas e possiveis respostas destas linhagens
ao tratamento. Para ilustrar este aspecto, o peso corporal de camundongos Swiss adultos é
cerca de 50% maior do que o de C57BL/6J (Avelar et al., 2007). No nosso conhecimento, ndo
existem dados na literatura a respeito do peso corporal em camundongos tratados com T3.
Comparado ao observado para ratos, cujo peso corporal pode apresentar redugdo de até 46%
(Van Haaster et al., 1993), nos camundongos investigados no presente estudo esta redugdo
nos animais adultos atingiu o patamar de 32%.

Pelo fato dos animais tratados com hormonios tireoidianos (T3, T4) ou
tireoidectomizados apresentarem redugdo da hipdfise, quando comparados aos controles
eutiredideos (Solomon & Greep,1959; Coulombe et al., 1978), o menor peso corporal
observado nestes animais apds os tratamentos com PTU e T3 pode ser atribuido, pelo menos
em parte, aos reduzidos niveis de hormdnio do crescimento na hipéfise (Van Haaster et al,

1993).

5.2- Peso testicular
Demonstrando ainda a eficiéncia dos tratamentos com a droga bociogé€nica PTU e com

0 hormdnio T3, no presente estudo os animais submetidos aos tratamentos apresentaram



alteragdes no peso testicular. O fato dos camundongos hipotiredideos terem apresentado
maior peso testicular aos 10 dias de idade provavelmente deveu-se a maior proliferacdo das
células de Sertoli e disponibilidade de nichos espermatogdniais, raciocinio este corroborado
pelo maior IGS nas idades de 5 a 15 dias de idade, enquanto o oposto ocorreu aos 15 dias de
idade nos animais hipertire6ideos, conforme serd discutido posteriormente. J4 nas idades de
20 e 28 dias a significativa reducdo do peso testicular dos animais tratados com PTU,
semelhante ao observado para ratos (Simorangkir, et al., 1997), provavelmente estd
relacionado com o atraso no desenvolvimento deste 6rgdo devido ao atraso na diferenciagio
dos elementos somadticos do testiculo (Franca et al., 1995), o que é confirmado pelo maior
peso testicular observado para estes animais na idade adulta (Hess et al., 1993; Joyce et al.,
1993; Cooke et al., 1994). E importante ressaltar que a magnitude do aumento do peso
testicular induzido pelo PTU é bem menos pronunciada em camundongos do que em ratos,
conforme observado no presente estudo e por Joyce et al (1993). Contrastando com os
resultados encontrados para o PTU, nos animais tratados com T3, o peso testicular foi sempre
reduzido a partir de 15 dias de idade, o que provavelmente retratou uma acelera¢do no
processo de maturacdo das células somadticas do testiculo, conforme observado em ratos por

Van Haaster e colaboradores (1993).

5.3- Analise histomorfométrica do testiculo
5.3.1- Diametro tubular e formacao do lume

O didmetro tubular € o pardmetro que melhor reflete a evolucdo do processo
espermatogénico e o grau de maturacido das células de Sertoli, durante o desenvolvimento
pos-natal do testiculo de mamiferos de reprodugdo nio sazonal. Semelhante ao observado na
literatura para ratos (Simorangkir et al., 1997; Miranda, 2002 e 2006), o didmetro dos
corddes/tubulos seminiferos dos animais tratados com PTU mostrou-se sempre menor do que
o dos animais controle, havendo uma estabilizacdo destes didmetros aos 100 dias de idade.
Tal resultado estd provavelmente relacionado ao atraso no estabelecimento do processo
espermatogénico que ocorre devido a maturacdo/diferenciacio mais lenta dos elementos
somdticos do testiculo (Franga et al., 1995; Simorangkir et al., 1997). J4 nos animais tratados
com T3, os maiores valores observados para o didmetro tubular, durante o periodo de
tratamento, deveram-se a maior secrecdo de fluido pelas células de Sertoli, conforme serd

visto logo a seguir (Van Haaster et al., 1993).



A secre¢do de fluido testicular através das células de Sertoli, com conseqiiente
formacao do lume tubular, € um processo considerado andrégeno-dependente (Sharpe, 2005).
Desta forma, camundongos adultos knockouts para receptores de androgenos nas células de
Sertoli (SCARKO) ndo apresentam lume tubular (De Gendt et al., 2004). Em condicoes
normais, a formacdo do lume tubular € o melhor indicador morfofuncional do status
maturacional das células de Sertoli (Russell et al., 1989), e nos camundongos controles por
noés investigados a instalacdo deste processo ja era evidenciada com duas semanas de idade.

Embora nao tenhamos feito dosagens hormonais, no presente estudo foi demonstrado
significativo atraso na formacgdo do lume tubular nos animais submetidos ao tratamento com
PTU, nos quais o aparecimento do mesmo s6 foi notado aos 28 dias de idade. Por outro lado,
aos 10 dias os animais tratados com T3 ja apresentavam processo de luminacdo em cerca de
2/3 dos corddes/tibulos seminiferos, indicando um nitido adiantamento deste processo, em
comparagdo com os controles. Conforme esperado, estes resultados confirmam que os
tratamentos com PTU e T3 sdo capazes de alterar o processo de maturacdo/diferenciacio das
células de Sertoli e conseqiientemente a secrec¢do de fluido por estas células (Van Haaster et
al., 1993; Bunick et al, 1994; Franca et al., 1995; Simorangkir et al., 1997; Palmero et al.,
1989). Tal fato pode ser resultado dos menores niveis de gonadotrofinas observados nos
animais tratados com PTU e T3 (Kirby et al., 1992; Van Haaster et al., 1993). Como o mRNA
para o receptor do hormdnio tireoidiano esta presente nas células de Sertoli (Palmero et al.
1989; Jannini et al, 1990), a acdo direta da tiroxina niao pode ser excluida.

Um fato intrigante e inesperado foi o dréstico decréscimo no lume tubular observado
nos camundongos tratados com T3 e sacrificados aos 15 e 20 dias de idade. Ndo temos
nenhuma explicagdo plausivel para este achado que demonstra exaustdo da capacidade de
secrecdo de fluido por parte das células de Sertoli, que apresentam menor tamanho nuclear

neste periodo conforme serd ainda discutido.

5.3.2- Morfometria das células de Sertoli

O retardamento na maturacdo das células de Sertoli parece ser a provavel causa do
significativo atraso do crescimento tubular e evolug@o do processo espermatogénico nos ratos
e camundongos hipotiredideos (Van Haaster et al., 1992; Joyce et al., 1993; Franca et al.,
1995). Estes estudos demonstraram que tanto a diferenciagdo quanto o periodo de proliferacio
das células de Sertoli foram estendidos, resultando em acentuado aumento no numero total

dessas células, no tamanho do testiculo e da producao espermatica (Hess et al., 1993; Cooke



et al., 1994), conforme sera discutido adiante. Em contraste, o tratamento com T3 causa
efeitos antagbnicos aos observados para o PTU (Van Haaster et al., 1993), agindo
provavelmente no ciclo celular através da inibicdo da sintese de DNA e do aumento da
expressdo de p27°" e p21“*' e da a atividade de Skp2 nas células de Sertoli, resultando em
menor proliferacdo das mesmas (Palmero et al., 1992; Holsberger et al., 2003; Holsberger et
al., 2005b; Holsberger et al., 2005c¢).

No presente estudo, embora com magnitude diferente da relatada na literatura para
ratos (Hess et al., 1993; Miranda, 2002 e 2006), foi verificado aumento de cerca de 45% no
ndmero de células de Sertoli por testiculo dos animais tratados com PTU e diminuicdo de
~50% nos animais que receberam altas doses de T3. Reforcando a acdo dos hormodnios
tireoidianos na diferenciacdo/maturacdo das células de Sertoli, deve ser ressaltado que o
tratamento com a menor dose de T3 resultou em reducdo de somente ~25% no nimero destas
células por testiculo, nos camundongos sacrificados aos 37 dias de idade. O fato do nimero
de células de Sertoli ter permanecido constante em todos os trés grupos experimentais, a partir
de 15 dias de idade, indica que o prolongamento do periodo de proliferacdo das células de
Sertoli nos animais tratados com PTU ndo foi evidente conforme ocorre em ratos (Van
Haaster et al., 1992; Franga et al., 1995; Miranda, 2006), e mesmo em camundongos Swiss
(Joyce et al., 1993). Neste sentido, talvez o intervalo de 5 dias por nés investigado neste
periodo do desenvolvimento testicular tenha sido relativamente longo.

A semelhanca do observado por Van Haaster et al (1993), cerca de duas semanas apés
o inicio do tratamento os animais que receberam T3 apresentaram aumento significativo no
volume nuclear das células de Sertoli. Este resultado confirma a aceleragdo do processo de
maturacio destas células, o que também ¢ ilustrado através do processo de luminacido dos
tubulos seminiferos, o qual, em contraste com os camundongos hipotiredideos, é mais precoce
naqueles tratados com T3. Pelo fato do volume nuclear das células de Sertoli ser sempre
menor apds o término dos tratamentos com PTU e T3, pode se sugerir que as alteragdes nos
hormonios tireoidianos causaram modificagdes funcionais nestas células, pelo menos em
grande parte do periodo experimental investigado. Por exemplo, ratos tratados com PTU até
20-25 dias de idade retornam ao estado eutiredideo cerca de quatro semanas mais tarde. No
entanto, no nosso conhecimento nao existem dados conclusivos a este respeito na literatura.

Um resultado de certa forma inesperado no presente trabalho foi o fato de ndo ocorrer
avancos nem atrasos nitidos em relacdo ao tipo de célula germinativa mais avangada no

processo espermatogénico em decorréncia dos tratamentos com PTU e T3. Pelo menos em



parte, estes achados podem ser justificados pelo fato dos eventos que ocorrem durante o
desenvolvimento pds-natal do testiculo de camundongos serem relativamente rapidos, quando
se considera que a libera¢do dos primeiros espermatozdides ja ocorre cerca de cinco semanas
apds o nascimento. Portanto, conforme ja comentado para a proliferacdo das células de
Sertoli, talvez devéssemos utilizar intervalos de tempo mais curtos (ex; 2-3 dias) para este
tipo de investigacdo, neste periodo especifico do experimento. Outro aspecto a se considerar,
seria a andlise detalhada da funcdo de outros elementos somdticos importantes do testiculo

tais como células de Leydig e peritubulares midides, além das células de Sertoli.

5.3.3- Morfometria das células germinativas

Classicamente na literatura (Franca, 1991; Franca et al., 1995; Neves, 2001) é
mostrado que o volume do ntcleo das espermatogdnias decresce gradualmente daquelas do
tipo A até espermatogdnias do tipo B. Mesmo em peixes, tais como tildpias (Schulz et al.,
2005) e zebrafish (Cardoso, 2007), esta tendéncia é também evidenciada. No entanto, nos
estudos desenvolvidos em mamiferos ndo foram avaliados o volume celular total nem
tampouco o volume dos diferentes tipos de espermatogdnias A. Particularmente em roedores,
a ndo ser em ratos nos quais os volumes nuclear e celular das espermatogdnias do tipo A
(indiferenciadas + diferenciadas), intermediarias e B foram obtidos (Franca et al., 1995), no
nosso conhecimento, nao existem dados publicados a respeito do tamanho e ndmero dos
diferentes tipos espermatogoniais (Ajng. até As) de camundongos. Portanto, os resultados por
ndés encontrados, mostrando que tanto o volume nuclear quanto o celular aumenta
gradualmente de A;g até A,, decrescendo gradativamente até espermatogoénias do tipo B em
todos os grupos e idades avaliadas, sdo inéditos. Estes resultados podem eventualmente ser
uteis no auxilio da caracterizacdo e identificacio das espermatogdnias indiferenciadas,
particularmente das espermatogonias tronco, através de outras abordagens ou metodologias de
estudo tais como microscopias confocal e de varredura e programas de andlises de imagens.
Pois, conforme foi mostrado no item de resultados, as espermatogbnias do tipo A
indiferenciadas quase sempre apresentam menor volume nuclear e celular.

Merece ser ressaltado que Nakagawa et al. (2007) observaram que as espermatogdnias
indiferenciadas podem ser funcionalmente divididas em células tronco reais e potenciais.
Portanto, o sistema de célula tronco ndo seria exclusivamente dependente da auto-renovacio
intrinseca da espermatogdnia isolada ou tronco real, mas envolveria ampla populacio com

potencial de auto-renovacio, denominada de células tronco potenciais. Caso ocorra perda da



célula tronco real, espermatogOnias tronco potenciais assumiriam o papel de regular a
homeostase testicular (Nakagawa et al. 2007).

Quanto as espermatogénias com nucleo vacuolado e por nds consideradas
indiferenciadas, que foram observadas nos trés grupos estudados a partir de 5 dias de idade,
ndo temos nenhuma explicagdo aparente para este achado. A literatura cita que as células de
Sertoli de ruminantes possuem nucléolo vacuolado ou multivesiculado (Azmi et al., 1990;
Hess & Franca, 2005). E especulado que nestas células estes vactiolos, preenchidos por
material considerado floculento, sdo margeados por estruturas semelhantes a ribossomos, os
quais estdo freqiientemente associados com os poros do envoltério nuclear e citoplasma,
sugerindo os autores que os mesmos podem estar envolvidos na sintese e transporte de
substancias importantes para a diferenciacdo das células germinativas (Azmi et al., 1990).
Certamente, este aspecto observado nas espermatogdnias merece uma investigacdo detalhada
com a finalidade de se encontrar um significado funcional para o mesmo.

De forma intrigante, embora mostrando as mesmas tendéncias observadas para os
outros dois grupos experimentais, de maneira geral os valores encontrados para os volumes
nucleares e celulares foram menores nos camundongos tratados com T3. A interpretacdo
destes achados € bastante complexa, uma vez que € dificil inferir se os efeitos do tratamento
com T3 foram diretos nas células germinativas, pois as mesmas apresentam receptores para
hormonios tireoidianos (Mu & Liu, 1998; Buzzard et al., 2000), ou indiretos via elementos
somdticos do testiculo, particularmente células de Sertoli. Pois, conforme discutido no item
5.3.2, os tratamentos com PTU e principalmente com T3 pareceram exercer efeitos deletérios
sobre a funcdo das células de Sertoli.

Considerando que a célula de Sertoli € o principal elemento regulador do nicho
espermatogonial (Li & Xie, 2005), o maior nimero deste importante elemento somatico
resulta, em dltima anélise, em maior disponibilidade de nichos espermatogoniais (Cooke et
al., 1994c). Desta forma, um dos objetivos principais do presente estudo foi investigar a
correlacdo entre o nimero de células de Sertoli e o niimero/nichos de espermatogdnias
indiferenciadas nos diferentes grupos experimentais avaliados em diferentes idades.

Neste contexto, de maneira geral, em contraste com os camundongos tratados com T3,
os animais que receberam PTU apresentaram maior nimero de células germinativas.
Particularmente, nos animais tratados com PTU maior ndimero de espermatogdnias
indiferenciadas foi observado nas idades de 10 dias e 100 dias. Estes resultados sugerem que

nessas idades e condig@o experimental, estes camundongos podem ser potencialmente



utilizados como doadores de espermatogonias, otimizando assim a eficiéncia de transplante de
espermatogonias.

Baseado no conhecimento recente de que as espermatogdnias indiferenciadas possuem
localizag@o preferencial adjacente ao intersticio, mais especificamente dos vasos sangiiineos
(Yoshida et al., 2007), e que na idade de 10 dias o nimero total de espermatogdnias
indiferenciadas foi maior nos animais hipotiredideos, fizemos uma investigagdo preliminar
quanto aos componentes vasculares do testiculo nos trés grupos experimentais, nesta idade
especifica. Esta andlise ndo foi feita levando-se em conta a proximidade direta das
espermatogonias indiferenciadas com os capilares ou vasos sangiiineos porque, dependendo
do plano de secg¢do histolégica que é em duas dimensdes, esta proximidade ndo
necessariamente seria observada. Corroborando os achados de Yoshida et al. (2007) que
utilizaram principalmente técnicas que envolvem andlises em trés dimensdes, nossos
resultados (Tab. 10) mostraram uma forte tendéncia de maior percentual e volume absoluto
dos componentes vasculares nos camundongos hipotireéideos. Da mesma forma, Miranda
(2002), observou maior valor percentual de vasos sanguineos nos ratos tratados com PTU e
sacrificados aos 160 dias de idade. Estes resultados indicam que os capilares ou vasos
sangiiineos sdo componentes importantes dos nichos espermatogoniais (Yoshida et al. 2007).

A anélise preliminar dos testiculos de camundongos hipotiredideos feita aos 15 dias de
idade mostrou que maior nimero de apoptoses foi observada nos animais tratados com PTU e
T3. No caso dos camundongos hipotiredideos esta maior degeneracdo celular deveu-se
provavelmente ao status mais imaturo das células de Sertoli (Franca et al., 1995), apesar da
acdo direta dos hormodnios tireoidianos nas células germinativas ndo poder ser descartada
(Buzzard et al., 2000; Miranda, 2006), uma vez que as mesmas também apresentam
receptores para estes hormdnios (Buzzard et al., 2000). Efeitos diretos dos hormonios
tireoidianos nas células de Sertoli e em outros elementos do testiculo, que resultariam em
apotoses das células germinativas, também ndo podem ser descartados (Franca et al., 1995;
Mendis-Handagama & Ariyaratine, 2004; Miranda, 2006). Pois, por exemplo, conforme foi
salientado anteriormente, as células de Sertoli de animais tratados com T3 parecem apresentar
alteragdes funcionais e, em idades posteriores e principalmente na fase adulta, estas alteracdes
provavelmente sdo, de certa forma, revertidas pelo fato das apoptoses serem pouco

observadas (Hess et al., 1993; Simorangkir et al.,1997; Miranda, 2002 e 2006).

5.3.4 — Indices celulares e producao espermatica diaria



A recuperacdo total dos efeitos dos tratamentos utilizados, sobre a espermatogénese
dos camundongos C57BL/6J, s6 foi observada aos 100 dias de idade. Essa inferéncia baseou-
se principalmente na avaliacdo de parametros considerados muito importantes tais como
didmetro tubular e eficiéncia da célula de Sertoli. Conforme foi demonstrado nesta idade, os
valores obtidos para estes parimetros foram semelhantes nos trés grupos experimentais
avaliados. Em ratos, nos quais a puberdade e a maturidade sexual ocorrem em torno de 50 e
100 dias respectivamente, enquanto em camundongos estes eventos podem ser observados nas
idades de 37 e 70 dias, a estabilizacdo ou recuperacdo total dos animais ao tratamento com
PTU também ocorre mais tardiamente e somente em torno de 160 dias de idade (Miranda,
2002).

Conforme citado na literatura e observado no presente estudo para os camundongos
tratados com PTU, o maior ou menor ndmero de células de Sertoli no testiculo em
decorréncia de tratamentos com PTU ou drogas antagonistas de GnRH (horménio liberador
de gonadotropina) resulta respectivamente em tendéncia de diminui¢do e aumento da
eficiéncia destas células (Hess et al., 1993; Miranda 2002 e 2006). Estes resultados devem-se,
provavelmente, a maior densidade de células de Sertoli no epitélio seminifero e ndo ao
comprometimento funcional das mesmas devido ao tratamento infligido (Hess et al.,1993;
Miranda 2002 e 2006).

A alteragc@o no numero de células de Sertoli e a manutencdo em determinado grau da
eficiéncia das mesmas resultaram em maiores e menores peso testicular e producio
espermdtica didria, nos camundongos tratados com PTU e T3, respectivamente. Resultado
semelhante foi obtido para camundongos tratados com PTU (Joyce et al., 1993). No nosso
conhecimento, ndo existem dados na literatura a respeito da eficiéncia das células de Sertoli e

producdo espermdtica em roedores tratados com T3.



6. RESUMO E CONCLUSOES

O FSH e os hormonios tireoidianos (T3 e T4) sdo responsdveis respectivamente pela
proliferacdo e diferenciagdo das células de Sertoli e o periodo de atividade mitdtica destas
células € estendido por aproximadamente uma a duas semanas em camundongos e ratos
tratados com PTU durante o periodo neonatal. Esta condi¢do leva ao aumento no peso
testicular, nimero de células de Sertoli por testiculo, nimero de células germinativas e da
producdo espermadtica. De maneira antagdnica, o hipertireoidismo neonatal induzido pelo T3
acelera o processo de maturacdo da célula de Sertoli, diminuindo seu periodo mitogénico,
resultando em redugcdo do peso testicular, nimero de células de Sertoli e produgio
espermdtica. Dados na literatura sugerem que a célula de Sertoli € o principal elemento
somdtico responsdvel pelos nichos espermatogoniais, nos quais estariam localizadas as
espermatogOnias tronco. Desta forma, os objetivos do presente estudo foram os de se avaliar
os efeitos do hipo e hipertireoidismo neonatal no desenvolvimento testicular e
proliferacao/diferenciacdo das células de Sertoli, bem como a correlacdo destes eventos na
evolucdo do processo espermatogénico, producdo espermdtica e nimero de espermatogdnias
indiferenciadas em camundongos C57BL/6J. Cento e cinqiienta e dois camundongos foram
utilizados (controle n=63; tratados com PTU n=57; e tratados com T3 n=32). Estes animais
foram sacrificados nas idades de 1, 5, 10, 15, 28, 37, 70 e 100 dias e tiveram seus testiculos
removidos e fixados em glutaraldeido, incluidos e rotineiramente preparados para
investigacdes histomorfométricas. Os camundongos que receberam T3 e PTU apresentaram
menor peso corporal apds o encerramento destes tratamentos. Entretanto, a partir de 10 dias
de idade, o niimero de células de Sertoli por testiculo foi maior e menor nos animais tratados
com PTU e T3, respectivamente. Enquanto, provavelmente devido as modificacdes no
ndmero de células de Sertoli e manutencéo relativa de sua eficiéncia, a producio espermaética
apresentou esta mesma tendéncia nos camundongos adultos. O nimero de espermatogdnias,
particularmente indiferenciadas, foi maior aos 10 e 100 dias de idade nos camundongos
tratados com PTU, sugerindo que existe maior disponibilidade de nichos espermatogoniais, o
que pode estar relacionado com o aumento observado para o percentual e volume de vasos
sangiiineos encontrado aos 10 dias. Provavelmente devido a aceleracio e atraso na
diferenciagdo das células de Sertoli, o processo de luminagdo iniciou mais precocemente ou
foi retardado nos camundongos tratados respectivamente com T3 e PTU. No entanto, as

alteracdes observadas no volume nuclear destas células nos camundongos tratados e,

particularmente a diminuicdo de corddes/tibulos seminiferos com lume tubular nos animais



tratados com T3 nas idades de 15 e 20 dias, sugerem que as fung¢des das células de Sertoli podem estar
comprometidas em grande parte do periodo experimental investigado. Talvez, estas alteracdes podem
ter sido a causa do maior nimero de apoptoses das células germinativas que ocorrem por exemplo aos
15 dias de idade, pois estas degeneracdes raramente foram observadas em camundongos adultos
tratados no periodo neonatal. Os volumes celulares e nucleares das espermatogbnias aumentaram
progressivamente das espermatogdnias indiferenciadas até aquelas do tipo A,, decrescendo
gradualmente até espermatogonias do tipo B. Tendéncia esta semelhante nos trés grupos experimentais
investigados. Estes resultados podem, eventualmente, serem duteis na caracterizagdo das
espermatogdnias tronco, uma vez que nio existem ainda marcadores especificos para este tipo celular.
Em conclusdo, as investigagdes feitas no presente estudo, foram capazes de nos fornecer importantes
dados a respeito da fungdo deste 6rgdo em camundongos C57BL/6J. Especificamente, foi possivel
quantificar o nimero e volume dos diferentes tipos espermatogoniais e sugerir uma maior
disponibilidade de nichos de espermatogdnias tronco nas idades de 10 e 100 dias, nos animais tratados
com PTU. Idades estas que potencialmente podem ser utilizadas como ponto de referéncia para

melhorar a eficiéncia do transplante de células germinativas.



7. ANEXOS (FIGURAS E TABELAS)
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Figura 1- Estiadios (I-XII) do ciclo do epitélio seminifero de camundongos. Na base sdo
micrografias de nicleos de espermétides em diferentes fases, coradas por PAS e contra -
coradas com hematoxilina. Espermatogdnias (A, In, B); espermatécitos (Pl: pré-leptéteno, L:
leptéteno, Z: zigbéteno, P: paquiteno; D: dipléteno; Mi: divisdo meidtica); espermaétides
arredondadas (1-8); espermadtides alongadas (9-16) (Hess & Franca, 2007).
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Figura 2- Diagrama demonstrando as associa¢des celulares (estddios) durante o ciclo do epitélio
seminifero de camundongos. As espermatogonias indiferenciadas consistem de A isolada (A;), A
pareada (A,,) e A alinhada (A,), que dividem durante os estddios X-II como indicado por setas
entre as células. Durante os estddios VIII a XTI as A, s@o raras como indicado por paréntesis. No

grupo das espermatogonias diferenciadas as divisdes s@o indicadas por m (De Rooij, 1998).
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Figura 3 - Evolucdo dos pesos corporal (A), testicular (B) e indice gonadossomaético (C; IGS) nos animais
controles e tratados com PTU e T3, sacrificados em diferentes idades apds o nascimento (médiaxEPM).
Letras diferentes na mesma idade denotam diferengas significativas (p<0,05).
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Figura 4 - Evolucdo do didmetro tubular dos camundongos controles e tratados com PTU
e T3 e sacrificados em diferentes idades (médiaxtEPM). Letras diferentes na mesma idade
denotam diferencas significativas (p<0,05).



Morfologia dos gondcitos e das espermatogonias de
camundongos C57BL/6J
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Figura 5 - A morfologia dos gondcitos e dos diferentes tipos de espermatogdnias
de camundongos C57BL/6J seguiu o padrio ja descrito na literatura, de acordo
com Vergouwen et al., 1991 e Chiarini-Garcia & Russell, 2001; respectivamente.



Figura 6 - Seccdes transversais de corddes (cs)/ tibulos seminiferos (ts) de camundongos
controles (A, B,E), tratados com PTU (C,F) e T3 (D,G), e sacrificados entre 1 e 10 dias de
idade. Observe que nos animais de 1 dia (A), existem somente gondcitos (encarte, canto
superior a direita) e células de Sertoli (setas azuis) nos corddes seminiferos. Com 5 dias de
idade (B, C, D), o tipo celular mais avangado foi a espermatogdnia diferenciada do tipo Aj
(encarte). Nesta idade, os animais tratados com T3 apresentaram didmetro do corddo
seminifero nitidamente maior. Aos 10 dias de idade (E, F, G), o tipo celular mais avancado foi
0 espermatdcito primario em pré-leptoteno (Pl no encarte). O lume (¥) j4 estava presente nos
tubulos seminiferos dos animais tratados com T3. Barra = 20um.
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Figura 7 - Sec¢les transversais de corddes seminiferos (cs) e tibulos seminiferos (ts) de
camundongos controle (A, D e G), tratados com PTU (B, E, H) e T3 (C, F, 1), e sacrificados
entre 15 e 28 dias de idade. Observe que nos animais com 15 dias de idade (A-C), o tipo
celular mais avangado foi o espermatdcito em paquiteno (encarte). Nesta idade e aos 20 dias,
os animais hipotiredideos apresentaram didmetro dos corddes seminiferos com tamanho
intermedidrio entre os camundongos controles e hipertiredideos. Particularmente aos 15 dias,
os animais hipotiredideos apresentaram quantidade razodvel de células germinativas em
apoptose (setas verdes). Aos 20 dias de idade (D -F), o tipo celular mais avangado foi a
espermdtide arredondada na fase 1 (encarte) nos controles e animais tratados com T3, no
entanto, os animais que receberam PTU apresentaram atraso no processo espermatogénico e
somente espermatocitos primarios em paquiteno (encarte) foram observados. Com 28 dias de
idade (G-I), o tipo celular mais avancado foi a espermatide alongada na fase 13 nos controles
e tratados com T3, enquanto nos animais que receberam PTU o tipo celular mais adiantado foi
a espermdtide em alongamento na fase 7-8 (encarte) e, pela primeira vez, a luminagdo (*)
tubular foi observada neste grupo experimental. Barra = 20um (A-C) e 40um (D-I).
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Figura 8 - Seccoes transversais de tibulos seminiferos de camundongos controles (A, D, F),
tratados com PTU (B, E, G) e com T3 (C, H), e sacrificados entre 37 e 100 dias de idade. Em
todas as idades e grupos experimentais, o processo espermatogénico estava completo. No
entanto, aos 37 dias (A-C), em contraste com tratados com T3, nos naqueles tratados com
PTU o didmetro tubular apresentou-se nitidamente menor. O mesmo ocorreu em relagdo ao
grupo controle e tratado com PTU nas idades de 37 e 70 dias. Por outro lado, nos animais
investigados com 100 dias de idade, o didmetro tubular ndo mostrou variacdo significativa.
Barra = 40um.



Controle




Formacao do Lume

A 5 dias

SV = sem vacuolagéo
V = vacuolagéo

LP =lume pequeno
LG = lume grande

120

10 dias

SV = sem vacuolagio
V = vacuolagdo

LP = lume pequeno
LG =lume grande

\ LP LG
. SV = sem vacuolagéo . SV = sem vacuolagado
C 1 5 dIaS V = vacuolagéo D 20 d 1as V = vacuolagédo
120- LP = lume pequeno 120 LP = lume pequeno
. LG = lume grande LG = lume grande
1004 2
80
b a
22 60
b (ma
| a
40 b ™
a a !
| (e
20 .I. II 1 b b
| |
m_n| (I b
0- m [ = = 2

LG total

sV \ LP LG total LP
m Controle ®PTUD T3 m Controle ®PTUD T3
. SV = sem vacuolagéo SV = sem vacuolagio
E 28 d 1as V = vacuolagio F 37 d ias V = vacuolagio
LP = lume pequeno LP = lume pequeno
120 LG = lume grande 120 LG = lume grande

B Controle & PTU B T3

SV v LP

m Controle @ PTU RT3

aa a

LG total

Figura 9 - Evolu¢io do processo de formacdo do lume, nos corddes seminiferos, dos
camundongos sacrificados nas idades de 5 a 37 dias. Observe que na idade de 5 dias ndo
existem tibulos com lume, enquanto aos 37 dias praticamente todos os tibulos ja apresentam
no mesmo pardmetro considerado denotam diferencas

luminacdo. Letras diferentes
significativas (p<0,05).
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Figura 10 - Sintese da evolu¢@o do processo de formagdo do lume em camundongos C57BL/6J
sacrificados entre 5 e 37 dias de idade. Observe o adiantamento e atraso de ocorréncia deste
processo nos animais tratados com T3 e PTU, respectivamente. Letras diferentes para a mesma
idade denotam diferengas significativas (p<0,05).
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Figura 11 - Evolucdo do volume nuclear das células de Sertoli em
camundon-gos controles e tratados com PTU e T3 e sacrificados em diferentes
idades. Letras diferentes para a mesma idade denotam diferencas
significativas (p<0,05).
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Figura 12 — Evolucio do nimero total de células de Sertoli por testiculo em
camundongos controles e tratados com PTU e T3 e sacrificados em
diferentes idades. Letras diferentes para a mesma idade denotam diferencas
significativas (p<0,05) entre idades (letras mindsculas) e condicdo
experimental (letras maidsculas).



Figura 13 - Evolucdo do volume das células germinativas de camundongos controles e
tratados com PTU e T3 e sacrificados entre 5 e 20 dias de idade. Letras diferentes para a
mesma idade denotam diferencas significativas (p<0,05) entre os grupos experimentais.
Espermatogonias do tipo A indiferenciadas (Ajyq), diferenciadas (A;.4), intermedidrias (In), do
tipo B (B) e espermatdcitos primarios em pré-leptoteno (PI).
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Figura 14 - Evolucdo do volume das células germinativas de camundongos controles e
tratados com PTU e T3 e sacrificados entre 28 e 100 dias de idade. Letras diferentes para a
mesma idade denotam diferencas significativas (p<0,05) entre os grupos experimentais.
Espermatogonias do tipo A indiferenciadas (Ajyg), diferenciadas (A;4), intermedidrias (In), do
tipo B (B) e espermatdcitos primdrios em pré-leptoteno (PI).
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Figura 15 - Evolucdo do niimero de células germinativas de camundongos controles e
tratados com PTU e T3 e sacrificados entre 05 e 20 dias de idade. Letras diferentes para a
mesma idade denotam diferencas significativas (p<0,05) entre os grupos experimentais.
Espermatogonias do tipo A indiferenciadas (Ajyg), diferenciadas (A;4), intermedidrias (In), do
tipo B (B) e espermatdcitos primarios em pré-leptoteno (PI).
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Figura 16 — Evolucdo do niimero de células germinativas de camundongos controles e
tratados com PTU e T3 e sacrificados entre 28 e 100 dias de idade. Letras diferentes para a
mesma idade denotam diferencas significativas (p<0,05) entre os grupos experimentais.
Espermatogonias do tipo A indiferenciadas (Ajnq), diferenciada. (A;4), intermediarias (In), do
tipo B (B) e espermatdcitos primarios em pré-leptoteno (PI).
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Figura 17 — Evolucdo do nimero total de espermatogdnias A de camundongos controles e
tratados com PTU e T3 e sacrificados entre 05 e 100 dias de idade. Letras diferentes para a
mesma idade denotam diferencas significativas (p<0,05) entre os grupos experimentais.
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