510

Marilise Mesquita HORN!
José Carlos Ferrugem
MORAES?

Maria Isabel Albano
EDELWEISS'

Correspondéncia para:

MARILISE MESQUITAHORN

Centro de Pesquisas

Hospital de Clinicas de Porto Alegre
Rua Ramiro Barcelos, 2350, 1° andar
CEP 90035-903 - Porto Alegre - RS
mmhom@uol.com.br

Recebido para publicagao: 30/08/2004
Aprovado para publicagao: 23/08/2005

Analise da expressao de TGFa (Transforming Growth

Factor Alpha) nas células germinativas e a

frequéncia de células de sertoli em touros de racas
sintéticas com alteracao na qualidade seminal

1 - Laboratério de Patologia Experimental do Centro de Pesquisas do

Hospital de Clinicas de Porto Alegre, Porto Alegre — RS
2 - Embrapa Pecudria Sul, Bagé - RS

Resumo

O fator de crescimento transformante alfa (TGFa) é uma molécula da
familia dos fatores de crescimento transformantes, que tem sido
apontado como provavel regulador do desenvolvimento testicular.
A hipétese do presente estudo foi de que touros de ragas sintéticas
com deficiente qualidade seminal apresentam um padrao de expressao
de TGFa e uma freqtiéncia média de células de Sertoli, diferentes
quando comparados aos touros com adequada qualidade seminal.
Foram utilizados para o estudo, testiculos de seis touros Braford e
oito touros Brangus-Ibagé com e sem problemas na qualidade
seminal. A técnica de imuno-histoquimica foi empregada para
determinar a expressio de TGFa no epitélio seminifero e também
para marcar o nucleo das células de Sertoli, com o uso do anticorpo
monoclonal TGFa (Ab-2; Calbiochem) e anticorpo policlonal anti-
proteina S100 (DAKO). A média geral de espermatogonias marcadas
pelo anticorpo foi diferente para raga: 9.240.4 para Braford e 11.0£0.3
para Brangus-Ibagé (P<0.05), porém nao houve diferenca
estatisticamente significativa entre as fases analisadas. A média de
células de Sertoli foi similar entre as racas de touros. Porém houve
uma intera¢ao significativa (P<0.05) entre raga e condi¢do reprodutiva,
representada por uma menor freqiiéncia de células Sertoli nos touros
Brangus-Ibagé considerados aptos a reproducao. Este achado que
pode ser um indicador de que a origem da menor qualidade de sémen
nestes animais de racas sintéticas deve estar desvinculada da fase
embrionaria ou neonatal, ja que € nesta fase que o nimero de células
de Sertoli ¢ estabelecido para o individuo adulto. O entendimento
das interagoes celulares do epitélio seminifero, envolvendo os fatores
de crescimento no controle paracrino da espermatogeénese, requer nao
somente a identifica¢ao do local de expressio destes fatores, como
também o seu significado i vivo.
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Introducao

A constatacio de animais com alteracdes
na qualidade do sémen, mantidos sob as
mesmas condi¢coes ambientais e de manejo que
outros com perfeitas condi¢des reprodutivas,
motiva a busca de conhecimento sobre a
origem da variabilidade quanto a aptiddo
reprodutiva. Exemplos sdo os estudos sobre
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a correlagdo entre as caracteristicas e a predi¢ao
da fertilidade’***>¢. O controle local da
espermatogénese inclui interacGes entre as
células de Sertoli, células germinativas e midides
e entre as células de Leydig e macréfagos™.
Adicionalmente moléculas de sinalizacdo
intercelular denominados fatores de
crescimento tém sido verificados em
testiculos de ratos recém nascidos e



prepuberes e também participam na regulagio
da puberdade e desenvolvimento da
espermatogénese, estimulando a proliferagio
celular, por media¢io da acio do FSH’. A
expressao de oito fatores de crescimento, entre
eles o TGFa, foi detectada em testiculos de
cervo em diferentes estacdes do ano™. A
identificacio imuno-histoquimica do TGFa em
testiculos de ratos de varias idades ja foi descrita'.
Em ratos recém nascidos foi observada intensa
rea¢ao imunoistoquimica nas células de Leydig,
0 mesmo ocorreu com ratos com 21 dias e em
ratos adultos. Porém, o gene do TGFa
predominou nas fases precoces do
desenvolvimento testicular e regrediu durante a
puberdade. A identifica¢do do fator de
crescimento TGFa no testiculo, foi desctita além
dos ratos””'?, em camun-dongos ", cetvos '’ e
humanos'. Embora estes estudos comprovem
que o testiculo é um local de producao de
TGFa, o papel potencial deste fator é ainda
incerto, pois ainda sdo necessarias evidéncias
conclusivas 7 vivo.

A populagio de células de Sertoli é
definida no final da gestacdo e logo apds o
nascimento'>'’, constituindo uma populagio fixa
em tamanho ap6s a puberdade e diretamente
relacionada a populagao de células germinativas'.
As células de Sertoli produzem fatores essenciais
a maturacao das células germinativas z vitro
relacionados 2 sintese de RNA ¢ DNA™, As
células de Sertoli secretam inumeros fatores e
apresentam imunoreatividade as proteinas
vimentina, citoqueratina, hormonio anti-
muleriano' e proteinas S100a e b*. Esta
imunoreatividade facilita a identificacio destas
células permitindo sua avaliagdo quantitativa.

Os objetivos sio: verificar a presenga do
TGFa no epitélio seminifero de bovinos
adultos, e, estando presente, investigar sua
utilidade como um indicador da funcao
testicular em touros de racas sintéticas. E
adicionalmente investigar a populagao de células
de Sertoli em touros aptos e inaptos a
reproducao.

Materiais e métodos

Foram utilizados testiculos de seis touros
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Braford e oito Brangus-Ibagé, de dois anos de
idade, provenientes de duas propriedades
localizadas em Uruguaiana e Dom Pedrito no
Rio Grande do Sul. Os animais foram
previamente classificados em aptos e inaptos
a reproduciao de acordo com a qualidade
seminal, nas propriedades de origem,
segundo as recomendagdes da Portaria n°
26 de 05/09/1996, www.agricultura.gov.br.
Os animais incluidos neste estudo como
aptos a reproducido foram descartados por
aspectos zootécnicos e 0s inaptos a
reproducdo por ma qualidade de sémen,
sendo abatidos em um frigorifico. Logo ap6s
o abate, foram coletadas amostras de um
testiculo de cada animal, colocadas em
fixador de Bouin por 24 horas, seguido de
tratamento padrdo para confec¢do de
blocos de parafina. Os cortes com a
espessura média de 4mm foram colados em
laminas que receberam um tratamento
prévio de agua corrente e imersao em uma
solu¢do aquosa de 15% de goma de casefna.
Foram utilizados dois anticorpos primarios,
o anticorpo monoclonal anti-TGFa (Ab-2;
Calbiochem) e o policlonal anti-proteina
S100 (DAKO), em uma dilui¢iao de 1:20 e
1:300 respectivamente. Os controle positivos
do TGFa e S100 foram respectivamente
pele humana e tecido neuronal. Os controles
negativos foram o mesmo corte de testiculo,
porém sem o anticorpo primario. Os cortes
foram desparafinizados e rehidratados. A
recuperacao antigénica fol realizada através
de irradiag¢do por forno de microondas em
solugdo tampao citrato pH 6, em poténcia
maxima. O bloqueio da peroxidase
enddgena foi realizado através de banhos em
solugdo de 5% de peréxido de hidrogénio.
O bloqueio das reagdes inespecificas foi
realizado através da imersdo das laminas em
leite desnatado a 5% em PBS. Na seqtiéncia,
foi colocado o anticorpo primario, que foi
deixado durante a noite em camara umida
escura a 4 °C. Apés este periodo foi
colocado o anticorpo secundario por 30
minutos em camara dmida escura, e apos
trés lavagens com PBS, as laminas foram
incubadas com estreptoavidina por mais 30
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minutos (Kit LSAB, DAKO). A revelagao
da reacdo foi realizada com soluc¢ao
substrato de diaminobenzidine (Kit DAB,
DAKO). As laminas foram contracoradas
com solu¢iao de Hematoxilina de Mayer por
20 segundos.

A analise histologica do ciclo
espermatogeénico foi realizada empregando-
se uma classificagdio proposta por
Horn,Moraes e Edelweiss, et al®. Neste
sistema o estadio 1 é caracterizado pelas
mitoses das espermatogonias em pré-
leptoteno e espermatécito leptoteno e
espermatides arredondadas ou levemente
alongadas; o estadio 11 é caracterizado pela
fase meibtica, quando ocorrem as divisdes
celulares reducionais e as células passam de
espermatocitos para espermatides jovens e
o estadio III é representado pela fase da
matura¢ao onde ocorre a transformacao das
espermatides em espermatozoides.

Foram observados 528 tibulos, para
identificar e quantificar as células
imunoreativas ao anticorpo TGFa, e o
respectivo estadio de cada tubulo seminifero.
Foram observados 440 cortes de tubulos,
para quantificar as células de Sertoli que
foram marcadas com a utilizacio do
anticorpo S100, e a freqiiéncia em cada
estadio do tdbulo seminifero. O diametro
dos tibulos variou entre 2-9 mm, tendo sido
medido com uma régua milimetrada ao
microscopio. O nimero de células marcadas
pelo TGFa e o numero de células de Sertoli
identificados pelo S100 foi submetido a
analise de variancia considerando-se os fatores
raga, condi¢do reprodutiva e estadio do ciclo
espermatogeénico, ajustados para o diametro
dos tubulos (co-variavel). As analises foram
efetivadas empregando-se o programa
estatistico NCSS 6.0.*!

Resultado e Discussao

Dentre todos os tipos de células
germinativas no epitélio seminifero, apenas
as espermatogonias expressaram o fator de
crescimento TGFa. Considerando as duas
racas, a média geral de espermatogdnias
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marcadas pelo anticorpo foi diferente
(P<0.05). Para a Braford foi de 9,2+0,4 ¢
para a raca Brangus-Ibagé 11,0+0,3. Porém,
considerando-se a classificagido dos touros
quanto a qualidade seminal, os touros aptos
e inaptos nao apresentaram diferenca quanto
a expressao de TGFo. Para os Braford a
média dos touros aptos e inaptos foi
respectivamente de 9,4£0,7 e 8,910,5 ¢ para
os Brangus-Ibagé de 11,1£0,6 e 11£0,4.

A média de espermatogonias que
expressaram TGFa nos diferentes estadios
do ciclo espermatogénico foi diferente
(P<0.05). Os estadios I, IT e Il apresentaram
médias de respectivamente 12,4%0,5; 7,0£0,5
e 10,910,4. Além disso, foi observada uma
interagao significativa entre ragas e estadios
que estd apresentada na figura 1.

A utilizacdo do anticorpo S100 foi
eficaz para marcar o nucleo das células de
Sertoli e facilitar a contagem destas células
nos diferentes tdbulos nos touros aptos e
inaptos, evitando-se equivocos. As médias
entre racas Braford e Brangus-Ibagé foram
respectivamente 15,9£0,3 e 15,6£0,3 e para
0s animais aptos e inaptos respectivamente
15,6+0,3 e 16%+0,2. Tendo sido constatada
uma interacio significativa (P<0.05) entre
raga e condi¢do reprodutiva (figura 2):

A marcacio do TGFa, dentro dos
tubulos seminiferos, ficou claramente
definida nas espermatogonias (figura 3). No
entanto, foi observada marcacao para TGFo
no citoplasma das células de Sertoli,
notadamente nos tibulos em degenera¢ao
(figura 4). O S100 marcou as células de Sertoli,
diferenciando-as das demais células da base
do epitélio do tubulo seminifero (figura 5).

O presente estudo demonstra que o
TGFa. esta presente nos testiculos de bovinos,
especificamente nas espermatogonias e, ainda
que se encontra em freqiiéncia similar nos
animais com qualidade seminal normal ou
alterada. Os presentes resultados incluem os
bovinos no rol das espécies em que a
identificagao do fator de crescimento TGFa
ja fol descrita nos testiculos, tais como
ratos”'?, camundongos', cervos'’ e
humanos'. A busca de alguma associa¢ao



entre a identificacao do fator de crescimento
TGF e alteragoes na qualidade seminal nao
tém sido alvo de estudo em mamiferos. A
maior expressio de TGFa. foi observada nos
estadios I e 111, e a menor expressao no estadio
II onde ocorrem as meioses e uma menor
freqiiéncia de espermatogonias esta presente
na base do epitélio. As espermatogonias
marcadas pelo TGFa. estiveram em maior
frequéncia, portanto, nos estadio
proliferativo e de maturagao, reiterando as
conclusées de Wong et al.** sobre a
populagao celular em proliferacdo, que seria
o alvo potencial para identificacdo da
expressao de fatores de crescimento.

A diferenca significativa observada
entre racas, demonstra que a raga Braford
apresenta menor média de espermatogonias
expressando o TGFa. quando comparada
com a raca Brangus. De acordo com prévios
estudos sobre a classificacdo quanto a
qualidade seminal, foi demonstrado que a
raca Braford apresenta um percentual maior
de descarte por alteracdes na qualidade
seminal que a raca Brangus®. Uma menor
expressiao de fatores de crescimento no
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testiculo desta raga, pode ser uma explicagio
para a deteccdo de alteracoes qualitativas no
sémen, uma vez que estes fatores sdo
produzidos pela ativa¢do de determinados
genes, que estimulam a proliferacio celular,
meiose e diferenciacio, além de atuarem no
controle da puberdade e espermatogénese'’.
A interacdo observada entre ragas e estadios
demonstrada na figura 1 indica um
comportamento diferencial na expressiao do
TGFa nos trés estadios para cada grupo
genético de touros. Os touros Brangus
apresentaram maiores médias de expressio
do TGFa no estadio I, e os Braford no
estadio III. Estas diferencas indicam que os
estadios do ciclo espermatico, onde se
concentram as proliferacoes espermatogoniais
com expressao de TGFa, foram diferentes
entre os genotipos de touros.

A freqiiéncia de células de Sertoli nao
foi diferente nos touros aptos e inaptos a
reproducio. No entanto a figura 2
demonstra a interagdo entre raga ¢ condiciao
reprodutiva, sendo a média de células de
Sertoli semelhante entre os touros Braford
aptos e inaptos, porém superior nos touros
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Figura 1- Nimero médio de espermatogdnias expressando TGFa. nos trés estadios do ciclo espermatogénico nas duas ragas sintéticas

Apto Inapto
Braford 16,2 15,7
Brangus-lbagé 15 16,3
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Figura 2 - Freqiiéncia média das células de Sertoli nas duas ragas de touros aptos e inaptos a reprodugao

Raga Estadio |

Estadio Il Estadio I

Braford 9,8

Brangus

Figura 3 - Espermatogonias expressando TGFa (aumento de 200x)

Brangus-Ibagé inaptos. As células de Sertoli
sdo incapazes de multiplicacao na fase adulta,
e sua fase divisional se da no periodo pré-
natal ou pds-natal recente, ou seja, antes da
primeira onda espermatogénica. A divisao
destas células esta regulada por dois fatores,
o FSH e peptideos opiaceos de origem
testicular®®. Orth,Gunsalus e Lamparti'’
observaram em ratos, que quando a
populacao de células de Sertoli foi reduzida
pela aplicacdo de um farmaco logo apds o
nascimento, o percentual de espermatides
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Figura 4 - Expressao de TGFa.em corte de tdbulo seminifero
degenerado (aumento de 200x)

redondas também diminuiu, o que pode ser
reflexo de uma reducdo no recrutamento de
espermatogonias ou degeneracao das células
germinativas, em func¢do da populagio
reduzida de células de Sertoli. Mesmo
considerando a pequena diferenca apenas
para raca Brangus-Ibagé quanto ao nimero
de células de Sertoli entre os touros aptos e
inaptos, possivelmente a alteracio relacionada
a baixa qualidade seminal em touros inaptos,
deve estar desvinculada da fase gestacional
ou pos-natal.



Figura 5 - Expressao da proteina S100 nas células de Sertoli (aumento de
200x)

Quanto aos detalhes dos achados
imuno-histoquimicos, a figura 3 mostra que
as unicas células germinativas do epitélio
seminifero que expressaram TGFa foram
as espermatogonias. As células em fase de
pré-leptéteno na préfase meidtica nao
expressaram este fator. A figura 4 demonstra
a expressio de TGFa no citoplasma das
células de Sertoli, mais fortemente nos
tubulos degenerados. Estes achados estao em
concordancia com os de Nakazumi et al.']
que encontraram em humanos, maior
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expressio de TGFa no citoplasma das
células de Sertoli de pacientes com disttrbios
na espermatogénese. Este fato poderia estar
relacionado a um efeito compensatorio na
expressao de TGFa, ou inapropriada
inibicao deste fator, em virtude de um
desajuste local no epitélio seminifero. A figura
5 mostra a marca¢dao da protefna S100 nas
células de Sertoli. Esta marcagao torna-se
interessante no estudo das células de Sertoli,
uma vez que estas células apresentam uma
morfologia muito variada e complexa®.
Também as proteinas S100 regulam
processos intracelulares como o ciclo celular,
transcricao e diferenciaciao e sdo secretadas
por células que exercem atividades
extracelulares com efeitos paracrinos. Os
genes do S100 foram identificados no
cromossomo humano 1q21, onde
anormalidades cromossomicas que resultam
em uma alteracdo na expressao destes genes,
estdo associadas com neoplasias, incluindo
ainda  cardiomiopatias,  desordens
neurodegenerativas e cancer®. As proteinas
S100 sao envolvidas em processos mediadores
de Ca** mas o exato papel bioldgico delas
ainda nio esti totalmente esclarecido®.

Analysis of the TGFa (transforming growth factor alpha) expression in
germinative cells and the frequency of Sertoli cells in bulls of synthetic
breed with deficient seminal quality

Abstract

Key-words:

Growth factors.
Testicular degeneration.
Semen quality.
Synthetic breeds.
Bovine

The transforming growth factor alpha (TGFa) is a molecule from the
family of the transforming growth factors and has been pointed out
as a probable regulator of testicular development. The hypotheses in
the present study was that bulls from synthetic breeds with deficient
seminal quality presented different TGFa expression and average
number of Sertoli cells when compared to normal bulls. Testicles
from six Braford and eight Brangus-Ibagé bulls with and without
problems in semen quality were used. The immunohistochemical
technique was employed to determine the TGFa expression in
seminiferous epithelium and to mark the nucleus of the Sertoli cells
with the use of respectively of monoclonal antibody anti-TGFo (Ab-
2; Calbiochem) and anti-S100 protein polyclonal antibody (DAKO).
The general average of spermatogonia marked by the antibody was
different for each breed: 9.240.4 for Braford and 11.0£0.3 for Brangus-
Ibagé. No difference regarding the expression of TGFa was found
between sound and unsound bulls. The average number of Sertoli
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cells was similar between bull breeds. A smaller Sertoli cell population
was found in the sound Brangus-Ibagé bulls, which may be an
indication that the origin of the low seminal quality in synthetic bulls
should be detached from the embryonic or the early newborn phase
when the total number of such cells in adults is established. The
understanding of cell interaction in the seminiferous epithelium,
involving growth related factors, requires not only the identification
of the expression site but also the 7 vivo meaning to spermiogenesis.
The study of the growth factors in the testicle in adult bulls is worth
further research in order to understand the regulation of
spermiogenesis at the paracrine level in adult animals.
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