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RESUMO

Estudos recentes tém demonstrado o envolvimento do 6xido nitrico (NO) na dina-
mica da barreira hematotesticular, regulando as Jung¢des de Ocluséo (JO) via cGMP/
proteina kinase G e as Jungdes Aderentes (JA), em parte, pela via de sinalizacdo da
Nitrous Oxido System ou 6xido nitrico sintetase (NOS). Esses estudos demonstram
claramente o interessante papel da NOS e NO na reestruturacdo das JAs, particular-
mente pela via de regulagdo da adesao celular no complexo de proteinas caderina2/
catenina B (CDH2/CATNB)/actina, presentes no epitélio seminifero. Neste estudo,
demonstramos que as varia¢gdes dos niveis de NO no testiculo de animais tratados
com L-Name (inibidor da 6xido nitrico sintase) e nitroprussiato de sédio (doador de
NO) poderiam ser a justificativa para as alteragdes observadas no testiculo e na es-
permatogénese, como descrito na literatura. Esses resultados confirmam a hipétese
de que o NO regula a dindmica dos complexos juncionais no epitélio seminifero.

Descritores: Epitélio seminifero; Espermatogénese; Oxido nitrico.

ABSTRACT

A molecular mechanism of action for NO in spermatogenesis has been proposed in
recent studies showing that NO is likely to regulate Tight Junction (T]) dynamics
in the testis via the cGMP/protein kinase G and Adherens Junctions (A]), in part,
via the NOS signaling pathway. These studies have clearly illustrated the interest-
ing role of NOS and NO in Sertoli-germ cell AJ restructuring, particularly in the
way it regulates the cell adhesion of the CDH2/CATNB/actin protein complex in the
seminiferous epithelium. In this work, we demonstrated that changes NO levels in
the testes of mice treated with L-NAME (nitric oxide synthase inhibitor) and Sodium
nitroprusside (NO donor) might be the cause for testes damage and disturbances of
spermatogenesis as described in the literature. It confirms the hypothesis that NO
regulates the junction complex dynamic in seminiferous epithelium.

Key words: Nitric oxide; Seminiferous epithelium; Spermatogenesis.
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INTRODUCAO

Epitélio seminifero em mamiferos

O epitélio seminifero, presente nos ttbu-
los seminiferos, é formado basicamente por dois
tipos celulares distintos: as células da linhagem
germinativa e as de Sertoli, responsaveis pela
sustentagcdo e nutricdo das células germinati-
vas'. As células germinativas estdo dispostas
de forma concéntrica, de modo que as imatu-
ras se encontre proximas da membrana basal
em um Compartimento Basal (CB), e as células
mais maduras, no Compartimento Adluminal
(CA)2. Ja no intertubular, espagos entre os ttibu-
los seminiferos, estdo localizados as células de
Leydig (produtoras de esterdides), os vasos san-
giiineos e linféticos, nervos, fibroblastos, fibras
do tecido conjuntivo, macréfagos, linfécitos e,
ocasionalmente, mastocitos®.

A espermatogénese é um processo ciclico
altamente organizado e complexo que ocorre
no epitélio seminifero e que passa por trés fases
essenciais. A primeira € a fase proliferativa que
ocorre quando as células passam por sucessivas
e rapidas divisdes mitéticas; a segunda € a fase
meidtica ou espermatocitdria, na qual o mate-
rial genético dos espermatécitos é duplicado,
recombinado e segregado, e, por fim, ocorre a
fase espermiogénica, na qual as células haploi-
des, no caso as espermatides, se transformam
em espermatozodides, células altamente espe-
cializadas e estruturalmente equipadas para
alcancar e fertilizar o o6cito?.

As células espermatogénicas ou germina-
tivas se encontram arranjadas nos tdbulos se-
miniferos, de forma organizada e bem definida,
constituindo associagdes celulares que caracteri-
zam estadios do ciclo do epitélio seminifero. Na
maioria dos mamiferos, o arranjo desses estadios
é segmentado e, normalmente, existe apenas um
estadio por corte transversal do tabulo®.

O epitélio seminifero apresenta dife-
rentes estaddios do ciclo ao longo dos tdbulos
seminiferos, conhecido nos mamiferos como

onda espermatogénica. A origem desse evento
é desconhecida, mas parece ser resultado de
uma sincrdnica, mas ndo simultanea divisdo de
espermatogonias tronco em segmentos tubu-
lares adjacentes*. Segundo Russel e colabora-
dores?®, as fung¢des dessa onda sdo: assegurar a
liberagdo constante de espermatozéides; redu-
zir a competi¢do por hormoénios e metabdlitos
usados em um dado estadio e a congestdo que
poderia ocorrer ao longo do tubulo se a esper-
miagdo ocorresse simultaneamente; assegurar
o fluxo constante de fluido do tdbulo semini-
fero, mantendo o veiculo para o transporte de
espermatozdides e hormoénios utilizados pelo
epitélio do epididimo, e facilitar a maturagdo
dos espermatozéides no epididimo por um flu-
xo constante de espermatozéides e fluidos vin-
dos do testiculo.

A identificacao dos diferentes estadios do
ciclo do epitélio seminifero é essencial para a
realizacdo de estudos quantitativos da esper-
matogénese. Além disso, é importante para a
compreensdo da espermatogénese normal bem
como para a determinacao de fases especificas
do processo que possam ser afetadas por um
determinado tratamento ou droga’®. A duracao
do ciclo do epitélio seminifero é geralmente
constante para determinada espécie; entretan-
to varia entre espécies. Para camundongos, por
exemplo, sdo 12 estadios e, para um ciclo com-
pleto, sdo necessarios 13 ciclos®.

Juncées celulares e sua funcgdo
na barreira hematotesticular

A barreira hematotesticular é constituida
por um complexo juncional protéico que man-
tém a oclusdo entre os prolongamentos cito-
plasmaticos das células de Sertoli e permite que
as células germinativas permanecam em um
ambiente imunoprivilegiado?. A dindmica dos
complexos juncionais (abertura e fechamento)
possibilita a migracao das células primordiais
(espermatdécitos) do CB para o CA, por meio da
barreira hematotesticular , assim como o impe-
dimento da passagem de macromoléculas no-



civas ao processo espermatogénico”®. Recentes
estudos in vivo/in vitro relataram que o controle
dos niveis de 6xido nitrico (NO) produzido pe-
las células de Sertoli estd diretamente envolvi-
do na dindmica das jungdes celulares da bar-
reira hematotesticular’.

Considerando a importancia do NO na
dinamica dos complexos juncionais, nesta pes-
quisa, objetivou-se avaliaram-se os efeitos da
variagdo dos niveis de NO (aumento ou redu-
¢do), com relacdo aos parametros morfolégicos
e morfométricos do epitélio seminifero de ca-

mundongos machos.

MATERIAL E METODOS

Animais e tratamento

Camundongos da linhagem Swiss de
30-35g, fornecidos pelo Biotério Central do
Instituto Butantan, foram anestesiados com
Xilazina® e Ketamina® (3:1) a cada 30g da massa
corpérea do animal. Em seguida, os animais fo-
ram submetidos a incisdo abdominal (laparoto-
mia longitudinal mediana retro umbilical), e os
testiculos esquerdo (TE) e direito (TD) expostos
a cavidade abdominal. Em seguida, foram ad-
ministradas diretamente no parénquima testi-
cular as seguintes solugdes: salina 0,9% (20uL),
no TD (controle); Nitro-L-arginine methyl ester
hydrochloride (L-Name, inibidor da 6xido nitri-
co sintase) ou Nitroprussiato de sédio (Nitro,
doador de NO) no TE. Depois da cirurgia, os
animais tiveram, por uma semana, acesso livre
a alimentacdo e agua, sob fotoperiodo, a um ci-
clo de luz-escuro (12 horas cada), no Biotério do
Laboratério Especial de Toxinologia Aplicada.
Ap0s esse periodo, os animais foram sacrifica-
dos e os testiculos coletados para andlise histo-
logica. A utilizagdo de animais, como descrito,
foi aprovada pela comissdo de ética no uso de
animais, do Instituto Butantan (CEUIB), proto-
colo n. 369/07.

Parametros morfolégicos do epitélio
seminifero de camundongos

As amostras dos testiculos foram imersas
em solucado fixadora de Bouin (Formaldeido
4% com acido picrico), por 8h. Em seguida,
o material foi desidratado em concentracdes
alcodlicas crescentes (alcool 70% ao éalcool
95%), infiltrado e emblocado em parafina. Os
cortes histolégicos foram obtidos em 4um de
espessura por meio do micrétomo automa-
tico LEICA RM 2155 com navalha de ac¢o. Na
seqliéncia, os cortes foram lavados em agua
destilada (35°C) para serem colhidos em lami-
nas de vidro. Depois da desparafinizacdo em
estufa a 60°C, por 12 horas, foram hidratados
em solugdes alcodlicas decrescentes (alcool
99% ao alcool 70%) e corados por método de
Tricromico de Mallory (anélise morfolégica) e
PAS - Hematoxilina (analise morfométricca)?.
Os cortes foram diafanizados em Xilol 100% e
montados com laminula aderida a l1Amina, com
balsamo do Canada.

Parémetros morfométricos do
epitélio seminifero de camundongos

Para a morfometria, quatro tibulos se-
miniferos circulares nos estadios 1, V, VII/
VIII, e XII do ciclo do epitélio germinativo
foram selecionados aleatoriamente, utilizan-
do a metodologia do sistema acrossomal®.
Os parametros morfométricos (didmetro do
Iiimen, didmetro dos tiubulos seminiferos e
altura do epitélio seminifero) foram avalia-
dos por meio do software Sigma Scan Pro 5
(Jandel Scientific Corporation, EUA). Os tipos
celulares contados foram: espermatogoénia,
espermatdcitos (paquiteno; pré-leptéteno e
zigbéteno), espermatides circulares e célu-
las de Sertoli, pela metodologia descrita por
Medina et al’. A eficiéncia da célula de Sertoli
foi calculada para cada estagio de acordo com
Russel e Peterson'.
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Avaliacdo dos niveis de NO no
extrato total protéico do testiculo

A liberagdo de NO foi avaliada pelo acu-
mulo de nitrato e nitrito no extrato total de
proteinas do testiculo. Utilizaram-se camun-
dongos machos da linhagem Swiss, com 30-35g
(n=6). Inicialmente, os animais foram subme-
tidos a perfusdo intracardiaca, e os testiculos,
coletados e homogeneizados em tampao gela-
do contendo Tris-HCI 50 mM, EDTA 0,1mM,
EGTA 0,ImM, B-mercaptoethanol 12 mM e
phenylmetylsulphonyl fluoride 1M (pH 7,4). Os
homogenatos foram incubados por lhora com
Nitro (ImM) e L-Name (ImM) para o volume
final de 500pl. Em seguida, adicionou-se acido
tricloroacético (TCA) 1% a 4°C por 20 min. Na
sequéncia, as amostras foram centrifugadas a
13.000 x g, por 7 min, a 4°C. O sobrenadante foi
coletado, e aliquotas de 100 pL, utilizadas para
dosagem de NO. Apés a redugdo de nitrato e
nitrito, com uma solugdo saturada de Cloreto
de Vanadio (VCl,), em HCl1 1 M, a 90°C, a con-
centragao de NO foi determinada por quimilu-
minescéncia em fase gasosa, por meio da rea-
¢do de NO com ozdnio, usando o analisador de
NO (NOA™29; Sjevers Inc.). A concentragao de
nitrato foi determinada pela curva padrado de
NaNO, utilizando o Bag Program software 2.2
(Sievers Instruments Inc.)™.

Andalise estatistica

Todas as andlises estatisticas foram reali-
zadas pelo método ANOVA, utilizando o teste
de Bonferroni ou o T-student, quando necessa-
rio (GraphPad Prism 4.0, GraphPad Software,
Incorporation). Os critérios para o significado
estatistico foram ajustados para P<0.05.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Lee et al” demonstraram o envolvimento
do 6xido nitrico (NO) na dindmica da barreira
hematotesticular, relatando que o NO regula a
dindmica das jun¢des de oclusao (JO) via cGMP/

proteina kinase G, enquanto as jungdes aderen-
tes (JA) sdo controladas, em parte, por meio de
sinalizagdo do NOS. Esses estudos demonstra-
ram claramente o interessante papel do NOS e
NO na reestruturacao das JAs, particularmente
pela regulacdo da adesao celular ao complexo
de proteinas CDH2/CATNB/actina, presentes
no epitélio seminifero’.

Neste estudo, observamos que o trata-
mento com o Nitro desorganizou o epitélio
seminifero, promovendo o deslocamento de
agregados celulares para o limen dos tidbulos
seminiferos no TE (Figura 1C e D), em com-
paracdo aos aspectos morfolégicos observa-
dos no TD (controle) (Figura 1A e B). Além
disso, observou-se degeneracdo de células
germinativas, tibulos seminiferos atrofiados
e hipoespermatogénicos. Nao foram observa-
das alteracdes nas células de Leydig (Figura
1C e D). Por outro lado, o tratamento com o
L-Name promoveu a redugdo do limen dos
tibulos seminiferos, ruptura parcial do epi-
télio seminifero e desorganizagao das células
germinativas (Figura 1E e F), em comparacao
ao controle (Figura 1A e B). Nao se observa-
ram modificagdes nos compartimentos basal
e intertubular dos tibulos seminiferos. Dessa
forma, os efeitos do Nitro (doador de NO) e L-
Name (inibidor do NOS e, conseqiientemente,
da producao de NO) no epitélio germinativo
confirmam a importancia do NO na dindmica
dos complexos juncionais, como descrito na
literatura'2.

Os efeitos do Nitro e L-Name no epitélio
seminifero também foram avaliados, levando
em consideracdo os parametros morfométri-
cos, para complementar a analise morfolégica.
De fato, os parametros morfométricos no TE/
Nitro apontam a reducgao significativa no na-
mero de células germinativas que residem no
compartimento adluminal como os esperma-
técitos paquiténicos e espermatides circulares
nos estadios I, V e VII/VIII, sendo mais evi-
dente nos dois ultimos estadios (Tabela 1). A
altura do epitélio e o didmetro do limen e dos
tibulos seminiferos nao foram determinados,



Figura 1: Fotomicrografia dos tibulos
seminiferos dos grupos L e N

Testiculos direitos (TD) e esquerdos (TE);

(A e B) Epitélio seminifero do TD;

(C e D) Epitélio seminifero do TE tratado com
Nitro: observar rupturas no epitélio, células
germinativas no limen dos tibulos seminiferos;
(E e F) Epitélio seminifero do TE tratado com
L-Name e a redugao do limen dos tubulos
seminiferos, ruptura parcial no epitélio seminife-
ro e tubulos seminiferos hipoespermatogénicos e
atrofiados.

Barras= 50pm.

em razdo das grandes alteragdes observadas
no epitélio.

Entretanto, os nimeros de espermatéci-
tos paquiténicos e espermatides circulares au-
mentaram significativamente nos estadios I, V
e VII/VIdo epitélio seminifero no TE/L-Name,
em relagdo ao TD (Tabela 2). Além disso, obser-
vou-se aumento na altura do epitélio e redugao
do limen dos tibulos seminiferos (Figura 2A
e B). Nao foram observadas altera¢des no dia-
metro dos tubulos (Figura 2C).

As células de Sertoli sdo sométicas colunares
que desempenham indmeras fung¢des no epitélio
seminifero, como controle da espermatogénese,
formacdo da barreira hematotesticular, nutrigdo
e suporte mecanico das células germinativas' .
Existem indicios de que a eficiéncia das células
de Sertoli estd limitada ao nimero de células ger-
minativas que podem suportar. Essa eficiéncia é
controlada por um mecanismo de regulagao de
densidade celular por processo apoptético’. A
capacidade de suporte das células de Sertoli no
tratamento com L-Name foi extrapolada nos es-
tadios I, V e VII/VIII do ciclo do epitélio (Tabela
3) e reduzida nos mesmos estadios, no tratamen-
to com Nitro. Esses estddios possuem esperma-
técitos em paquiteno, espematides circulares, e
a andlise quantitativa das células germinativas
nos dois tratamentos (Tabela 1 e 2) explica a ex-
trapolagdo e redugao da capacidade de suporte
nesses estadios.

A analise dos parametros morfométri-
cos confirmaram os aspectos morfolégicos
observados nos tratamentos com Nitro e L-
Name, o que leva o aumento do NO a pro-
porcionar a abertura dos complexos juncio-
nais e, conseqiientemente, o deslocamento de
aglomerados celulares do epitélio seminifero
para o limen dos tibulos, enquanto a redu-
cdo dos niveis de NO propicia o fechamen-
to dos complexos juncionais e o aumento do
nimero de células germinativas do epitélio.
Esses resultados corroboram os dados da li-
teratura, demonstrando que os niveis de NO
produzido no epitélio seminifero estdo en-
volvidos no controle (abertura e o fechamen-
to) dos complexos juncionais para permitir a
migracdo das células germinativas do com-
partimento basal para o adluminal, durante
0 espermatogénese” 1.

A avaliacgdo dos niveis de NO no extra-
to total de proteinas do testiculo incubado
com Nitro e L-Name confirmam a hipéte-
se do envolvimento do NO no controle dos
complexos juncionais e no desenvolvimento
das células germinativas. Como ilustrado na
Figura 3, os niveis de NO no extrato protéi-
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Tabela 1: Andlise quantitativa das células germinativas no TD e TE/Nitro

Células Estagio | Estagio V Estagio VII/VIII Estagio XII
Germinativas D TE ™ TE D TE ™ TE
S 50+0.9 5.2+0,4 5,0=1,0 5.5+0,7 52+0,4 4+1,29 45+07 5.0+0,7
EG (A) 47+1,0 6,0+1.2
EG (B) 70+15 6,0+0,7
EC (PL) 135+21  11,6+1,4
EC (2) 145+25 121150
EC (P) 16.5+55  11,0+1.3' 242+56 13.7+2,942 30.0+41  154x2,0?
EC (S) 775+3,2  4,75+0,95
EP(C) 26576  11,0+1.32  275+36 13.7+2942 265+43  154x2,02
FM 775+3,2  575+1,50

Observar a redugao das células germinativas no compartimento adluminal. CS — Célula de Sertoli; EG
— espermatogonia (tipo A e tipo B.); EC — espermatdcito (pré-leptéteno, PL; zigbteno, Z; paquiteno, P;
secunddrio, S.); EP (C) — espermatide circular; FM — Figuras meiéticas. (*P<0.01; 2P<0.001).

Tabela 2: Andlise quantitativa das células germinativas no TD e TE/L-Name

Células Estagio | Estagio V Estagio VII/VIII Estagio XII
Germinativas ™ TE ™ TE ™ TE ™ TE

cS 50=0.9 5.4x0,7 5,0=1,0 5.3+0,7 52+0,4 5.5+0.9 45+07 5.1x0,7
EG (A) 46+0,9 4,3+0.6
EG (B) 75+15 6,0+0,7
EC (PL) 15221  14,6+1,4
EC (2) 15725  18.1+1,50
EC (P) 20.3+3,5 30,0+1.3' 242+56 30.7+2,942 26.0+41  354x20°
EC (S) 77+32  87+0,95
EP (C) 205+76 31,0£1.32 235+36 29.7+2,942 245+43  334x2,0?

FM 775+32 575150

Observar aumento das células germinativas que residem no compartimento adluminal. CS — Célula de
Sertoli; EG — espermatogonia (tipo A e tipo B.); EC — espermatécito (pré-leptéteno, PL; zigbteno, Z; paquite-
no, P; secundario, S.); EP (C) — espermatide circular; FM — Figuras meiéticas. ('P<0.01; 2P<0.001).

Tabela 3: Capacidade de suporte (CS) das
células de Sertoli no epitélio seminifero de
camundongos tratados com L-Name, Nitro ou

salina (controle)

Capacidade de suporte das células de Sertoli

co total incubado com Nitro aumentou em
relacdo aos niveis basais (326 uM e 18,6 uM,
respectivamente). Por outro lado, no extrato
protéico do testiculo incubado com L-Name,
observou-se reducdo dos niveis de NO em

Estadios relacdo aos niveis basais (2,03 uM e 18,6 uM,
' v vIF/ i XII respectivamente).
Controle 9+0,6 9,7<0,8 | 10,7+1,0 | 6,5+0,8
L-Name | 11+0,92 | 11,9+0,7' | 12,6+0,5' | 57+0,4 CONCLUSAO
Nitro 51+0,8% | 5,3+0,4%2 | 6,5+0,6 | 5,0+0,7

A CS é calculada pela razdo entre o nimero total
de células germinativas e células de Sertoli por

estadio. (n=3, 'P<0,01; 2P<0,001).

Varios estudos tém demonstrado que as
alteracdes na dindmica das jungdes celulares
presentes na barreira hematotesticular de ma-
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Figura 2: Andlise morfométrica dos tubulos
seminiferos dos animais submetidos ao
tratamento com L-Namee

(A) altura do epitélio, (B) didmetro do limen
do tubulo seminifero, (C) didmetro dos tabulos
seminiferos. (n=3; TD: testizculo direito; TE:
testiculo esquerdo; * P<0,01; ** P<0,001).

350 ~ **

50 1 *

P ——

Basal L-Name  Nitroprussiato

Figura 3: Avaliagdo dos niveis de NO no extrato
protéico total do testiculo de camundongos apds
incubag¢do com Nitro (1 mM) e L-Name (1 mM)
Observar o aumento significativo dos niveis de
NO no extrato protéico total do testiculo incubado
com Nitro (*P<0,01; **P<0,001).

miferos podem alterar todo o processo esper-
matogénico, levando até a degeneracdo de cé-
lulas germinativas’. Neste estudo, os resultados
obtidos demonstraram que os niveis de NO
produzidos no epitélio seminifero estdo direta-
mente relacionados com a dindmica (abertura
e o fechamento) dos complexos juncionais que
permitem a migragdo das células germinativas
do compartimento basal para o adluminal du-
rante o processo espermatogénico.
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