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RESUMO

Azevedo BV. Caracterizacdo da maturagcdo sexual e reposicdo hormonal em
camundongos com hipopituitarismo congénito por mutagdo no PROP1
[dissertagdo]. Sado Paulo: Faculdade de Medicina, Universidade de Sao Paulo;
2021.

A linhagem Ames, camundongo mutante esponténeo do gene Prop1, cursa com
deficiéncia de GH, TSH, PRL e gonadotrofinas. Nos ultimos anos, tem sido foco
de estudo em envelhecimento e apresenta crescente interesse de elucidar o
papel da reposigcdo hormonal no eixo hipotalamo-hipéfise-gonadal (HPG). O
presente trabalho prospectivo teve como objetivo caracterizar a maturagao
sexual e analisar os dados de reproducao da linhagem Ames isogénica com e
sem reposi¢cdo hormonal. Cinco animais homozigotos machos foram tratados via
injecdes intraperitoneais, a partir de 30 dias pds natal, com levotiroxina 3 vezes
por semana e GH recombinante humano 5 vezes por semana por um periodo de
40 dias, seguido por aplicagbes de manutengdo de ambos os hormdnios uma
vez na semana até completarem 90 dias pds natal. A maturidade sexual desses
animais foi avaliada e comparada com seus irmdos selvagens (n=5) e
homozigotos sem tratamento (n=5). As avaliacbes da fertilidade e dos
parametros reprodutivos foram feitos entre os grupos utilizando corte
histolégicos dos testiculos (HE), espermograma, peso testicular e analise
transcricional (RT-gPCR) de fator de transcricdo e horménios hipofisarios. Os
animais homozigotos tratados comparados aos animais selvagens
apresentaram um atraso de 2 semanas na idade de maturagdo sexual, mas
tiveram sua fertilidade e parametros reprodutivos restaurados (aumento de peso
testicular, melhora da espermatogénese e dos achados do espermograma e
aumento da expressao de LH e FSH). Os animais homozigotos sem tratamento,
nao apresentaram prole. A maturidade sexual durante o periodo analisado foi
ausente na grande maioria dos animais analisados, exceto em 1. Os parametros
reprodutivos também se mostraram diminuidos neste grupo. O presente trabalho
demonstra que o tratamento com GH e levotiroxina apresenta restauro dos
parametros reprodutivos pela estimulagdo hormonal, corroborado pelo aumento

significativo (p< 0,048) nos niveis de expressao de LH dos animais sob



tratamento (1,56 + 0,68) em relagdo aos homozigotos sem intervengao hormonal
(0,36 = 0,34). O tratamento com GH e T4 restaura os parametros reprodutivos

periféricos nos camundongos Ames mutados do sexo masculino.

Descritores: PROP1; Hipopituitarismo congénito; Puberdade; Maturagdo sexual
Camundongos Ames; Hipdfise.



ABSTRACT

Azevedo BV. Characterization of sexual maturation and hormone replacement in
mice with congenital hypopituitarism by mutation in PROP1 [dissertation]. S&o
Paulo: “Faculdade de Medicina, Universidade de Sdo Paulo”; 2021.

The Ames strain, a spontaneous mutant mouse of the Prop1 gene, is deficient in
GH, TSH, PRL and gonadotropins. In recent years, it has been the focus of
studies on aging and there is a growing interest in elucidating the role of hormone
replacement in the hypothalamic-pituitary-gonadal (HPG) axis. This prospective
study aimed to characterize the sexual maturation and analyze the reproduction
data of the isogenic Ames lineage with and without hormone replacement. Five
homozygous male animals were treated via intraperitoneal injections, starting 30
days postnatally, with levothyroxine 3 times a week and recombinant human GH
5 times a week for a period of 40 days, followed by maintenance applications of
both hormones once a week until they complete 90 days post natal. The sexual
maturity of these animals was evaluated and compared with their wild siblings
(n=5) and homozygous untreated (n=5). Fertility and reproductive parameters
were evaluated between groups using histological sections of the testes (HE),
spermogram, testicular weight and transcriptional analysis (RT-gPCR) of
transcription factor and pituitary hormones. The homozygous treated animals
compared to wild animals showed a delay of 2 weeks in the age of sexual
maturation, but had their fertility and reproductive parameters restored (increase
in testicular weight, improved spermatogenesis and spermogram findings and
increased LH expression and FSH). Untreated homozygous animals had no
offspring. Sexual maturity during the analyzed period was absent in most of the
animals analyzed, except for 1. The reproductive parameters were also reduced
in this group. The present work demonstrates that the treatment with GH and
levothyroxine restores the reproductive parameters by hormonal stimulation,
corroborated by the significant increase (p< 0.048) in the LH expression levels of
the animals under treatment (1.56 + 0.68) in relation to homozygotes without
hormonal intervention (0.36 + 0.34). Conclusion: Treatment with GH and T4

restores peripheral reproductive parameters in male Ames mutated mice.



Descriptors: PROP1; Hypopituitarism/congenital; Puberty; Sexual maturation;
Ames mice; Pituitary gland.



1. Introducao



1.1 Embriogénese e desenvolvimento da glandula hipofisaria.

A hipofise € uma glandula localizada na sela tursica do osso esfendide, na base
craniana e é responsavel por coordenar diversos eventos fisiologicos através da
producdo e secrecdo de horménios que agem diretamente em O&rgéos
periféricos. Essa glandula desempenha um papel vital no crescimento pos-natal,
reprodugao, metabolismo, lactagao, resposta ao estresse e homeostase (Otto et
al., 2015).

Sua fungé&o esta sob controle direto do sistema nervoso central (SNC) por meio
de neuropeptideos hipotalamicos que irdo sinalizar a hipéfise para producéao e
secrecdo hormonal e pelo mecanismo de retroalimentagdo negativa exercido
pelos horménios periféricos produzidos em seus orgdos-alvo (Schneider et al.,
2007).

Essa glandula é composta por duas estruturas anatébmicas distintas: a
adenohipofise e a neurohipdfise. A adenohipéfise é formada pelo lobo anterior,
pelo lobo intermediario e pela parte tuberal. O lobo anterior é derivado do
ectoderma oral e, quando maduro, contem células que irdo se diferenciar em 5
linhagens distintas: o corticotrofo, responsavel pela produgdo do horménio
adrenocorticotrofico (ACTH); o tireotrofo que produz o hormdnio tireotréfico
(TSH); o somatotrofo, produtor do horménio do crescimento (GH); o lactotrofo,
produtor de prolactina (PRL), e o gonadotrofo produtor do hormoénio luteinizante
(LH) e do horménio foliculo-estimulante (FSH) (HZ and H, 1999;Kronenberg and
Williams, 2008;M and MG, 1996). Por sua vez, a neurohipéfise é composta pelo
lobo posterior que tem sua origem embrionaria no neuroectoderma. Esta

consiste em uma projecédo dos neurénios da eminéncia média hipotalédmica e &



responsavel pelo armazenamento e secre¢cdo dos hormdnios antidiurético (ADH)

e ocitocina (H, 2012;Nunes, 2012).

Os mecanismos envolvidos na formacédo da hipdfise e na diferenciagao das
linhagens hormonais sdo altamente conservados entre os mamiferos, tornando
os estudos em camundongos modelos adequados para o conhecimento deste
complexo sistema (X et al., 2007). Nesses animais o primeiro sinal de
desenvolvimento hipofisario ocorre em 7,5 dias pods coito (dpc) com o
desenvolvimento da placa hipofisaria e, por volta de 9 dpc, ocorre o
espessamento do ectoderma oral que sofre uma invaginagao e da origem a uma
bolsa de Rathke rudimentar, primérdio dos lobos anterior e intermediario (D et
al., 2009). Aos 10,5 dpc uma regiao restrita do diencéfalo ventral, acima da bolsa
de Rathke, da origem ao infundibulo, do qual a porgdo posterior e haste
hipofisaria irdo derivar. E também aos 10,5 dpc que a bolsa de Rathke se
desenvolve totalmente e, aos 12,5 dpc, € completamente separada do

ectoderma oral subjacente (D et al., 2009;HL et al., 1999) (Figura 1).
1.2 Fatores de transcrigao e vias de sinalizagao

A organogénese hipofisaria resulta de uma complexa interacdo de vias de
sinalizagdo que levam a uma expressao coordenada de fatores de transcricdo
em periodos e regides especificas. Esses fatores hipofisarios sdo responsaveis
pelo controle da transcricdo de genes-alvo através da ligacdo de seus
homeodominios a sitios especificos de DNA na regi&do promotora dos mesmos,

promovendo a ativagao ou repressao da expressao genica.

Para que a diferenciacdo das linhagens hormonais hipofisarias acontega é

necessario que células tronco presentes na glandula passem por um processo



de comprometimento e diferenciagdo tornando-se células progenitoras que, sob
a influéncia de diversos fatores transcricionais, dardo origem as linhagens
celulares responsaveis pela producido e secrecdo dos hormdnios hipofisarios

(TSH, PRL, GH, LH/FSH, ACTH) (N et al., 2015).

Um dos fatores de transcrigcdo responsavel por essa dinamica € o Prop1, ele é
expresso especificamente nas células embrionarias da hipofise, sendo
extremamente importante na determinagdo especifica da linhagem
gonadotrofica e corticotrofica e na ativagdo do gene Pou1f1 (também conhecido
como Pit1) que resulta na determinacdo da linhagem Pit1 dependente, implicada
na diferenciagdo dos tireotrofos, somatotrofos e lactotrofos. (A et al., 2000;DE
and SA, 1998;HZ and H, 1999;JS and MG, 2001;M et al., 1998;M and MG,

1996;MG et al., 2000;:MW et al., 1996;PE, 2000) (Figura 1).

Além do Prop1 e do Pouif1, foi demonstrado recentemente que o fator de
transcricdo Gata2, presente numa fase mais precoce do processo de
diferenciagdo celular, tem um impacto importante na diferenciacdo dos
tireotrofos e gonadotrofos, sendo que ha um aumento de sua ativagdo nos

estagios celulares mais intermediarios dessas linhagens (S et al., 2020) (Figura

1).
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Figura 1: Fatores de transcrigcdo envolvidos na determinacéo e diferenciagéo celular (Prince et
al., 2011).

Mutagcbes em alguns desses fatores de transcricdo pode afetar o
desenvolvimento de uma ou de varias linhagens hormonais, causando entdo um
déficit na producéo e na secregcao dos hormdnios hipofisarios, caracterizando um
quadro conhecido como hipopituitarismo congénito. (CJ et al., 2009;D et al.,

2009).

As manifestagdes clinicas do hipopituitarismo podem ser inespecificas, porém,
entre as deficiéncias dos horménios da adeno-hipdfise, a deficiéncia de GH
(GHD) é mais comumente diagnosticada e geralmente se manifesta apos os dois
anos de idade quando a crianga apresenta baixa estatura ou velocidade de

crescimento diminuida (AL, 2003).

Dentre as causas genéticas de deficiéncia hormonal hipofisaria multipla em
humanos, destaca-se a presenca de variantes patogénicas nos genes PROP1 e
POU1F1 (W et al.,, 1998) . Sendo que as variantes no PROP1 vem sendo
atribuidas a principal causa de hipopituitarismo congénito em casos familiares e

consanguineos (JL et al., 2017).



Em 1998, Wu e cols. (W et al., 1998) descreveram pacientes portadores de
hipopituitarismo em 4 familias nao relacionadas com mutagado no gene PROP1.
As mutagdes no gene PROP1 em humanos estao associadas a quadro clinico
de deficiéncia de GH, PRL, TSH e gonadotrofinas. Alguns pacientes podem
apresentar na evolugdo do quadro uma progressdo com deficiéncia de cortisol

(Mendonca et al., 1999).

Parte do componente genético envolvido na etiologia molecular da deficiéncia
congénita combinada de hormdénios hipofisarios em humanos, foram
identificados através de animais com comprometimento em genes da cascata
embrionaria como Prop1, Pouilf1, Hesx1, Gli2, Sox2, Sox3, Lhx3 e Lhx4

(Madeira et al., 2017), fazendo destes animais excelentes modelos de estudo.

1.3 Histérico dos modelos animais com hipopituitarismo congénito:
deficiéncias hormonais, diagnostico molecular e caracterizagao anatémica

hipofisaria.

O primeiro relato de observagao de uma prole de camundongos com déficit de
crescimento (“dwarf mice”) foi no inicio do século XX quando Snell observou o
crescimento linear inadequado de alguns camundongos de sua coldnia. Além da
reducdo de crescimento, os animais apresentavam lentificagdo motora e
infertilidade (tanto machos como fémeas) (GD, 1929) e cursavam com
deficiéncia de GH, PRL e TSH (Figura 2-A) (SA et al., 1990). Aproximadamente
sessenta anos depois, foi demonstrado que esta linhagem de camundongo
mutante observada por Snell apresentava mutacao no gene Pou1f1(Pit-1) (SA et

al., 1990).



Outro modelo animal de hipopituitarismo congénito é a linhagem Ames (Figura
2-B) descrito em 1961 na cidade de Ames, por Schaible e Gowen. Esse modelo
animal € um mutante espontéaneo no gene Prop1, localizado no cromossomo 11,
sendo que sua localizagédo génica foi descrita somente em 1996 por Sornson e
colaboradores (Sornson et al., 1996). Esses animais sao fenotipicamente iguais
ao nascimento, porém a partir do 14° dia pds natal apresentam um atraso no
crescimento e desenvolvimento, sendo que na vida adulta, eles apresentam uma

reducao de aproximadamente 1/3 do peso corporal em comparagao aos seus

irmaos selvagem (WT) e heterozigoto (HET) (A, 1965).

Figura 2: Linhagens Snell e Ames. A) Camundongos da linhagem Snell (Pou1f1) com 8 semanas
de vida. Animais selvagens nas extremidades e mutantes ao centro; B) Camundongos da
linhagem Ames (Prop1) com 8 semanas de vida. A direita da foto: animal selvagem, e a

esquerda: animal mutante.

No desenvolvimento hipofisario de camundongos normais a expressao do gene
Prop1 é observada na regiao dorsal da adenohipdfise por volta do 10° dia
embrionario (E10-E10.5) atingindo seu pico de expressao por volta do 12° dia
embrionario (E12.5), onde as células progenitoras migram ventralmente para o

lobo anterior em que irdo se desenvolver e iniciar o processo de diferenciagcao



(LT etal., 2002;RD et al., 2005). No dia E14.5, ocorre a ativagdo do Pou1f1 (Pit1)
levando a especificagdo da linhagem Pit 1 dependente. A partir deste periodo
comega também o processo de redugao da expresséo do Prop1, com auséncia

do mesmo na glandula adulta (D et al., 2009;RD et al., 2006).

Depois do nascimento, de P1 (dia 1 p6s natal) a P11 (dia 11 pds natal), a
linhagem Pou1f1 (Pit1) sofre a proliferacdo ativa e o lobo anterior expande-se
lateralmente (RD et al., 2006). No animal Prop1” (linhagem Ames), a migragao
ventral € bloqueada, resultando em dismorfismo da bolsa de Rathke e hipoplasia
do lobo anterior da hipofise no E14.5 (10 et al., 2004;LT et al., 2004;Ward et al.,
2005). Ao nascimento, este dimorfismo permanece evidente, mas o tamanho da
hipdfise total € normal. Na 82 semana de vida, no entanto, o volume hipofisario
do camundongo mutante € cerca de oito vezes menor que o do selvagem (RD
et al., 2006;Ward et al., 2005). O Pou1f1 (Pit1) ndo é ativado, e a linhagem Pit1
ndo consegue se diferenciar. Isto leva a auséncia na expansao do 6rgéo durante
o desenvolvimento pds-natal. A hipoplasia é parcialmente atribuida a intensa
apoptose das células luminais estratificadas, possivelmente por causa de

vascularizagdo deficiente (RD et al., 2006) (Figura 3).
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Figura 3: Modelo do desenvolvimento hipofisario em camundongos selvagens e mutantes Ames
(Prop1). Retirado de (RD et al., 2006) O perfil de expresséo de Prop1 e Pou1f1 (Pit1) € mostrado
como barras pretas acima. Em amarelo, desenvolvimento do lobo posterior, em vermelho, células
estratificadas do limen, em azul, células do lobo anterior.

1.4 Maturagao sexual e desenvolvimento puberal dos camundongos

A puberdade em roedores e nos demais mamiferos normalmente é caracterizada
pela maturacdo sexual completa e pelo alcance da capacidade reprodutiva,
ocasionando mudangas de nivel fisico e psicolégico. Neste periodo o sistema
reprodutor torna-se capaz de iniciar seus eventos essenciais, como a regulagao
do ciclo reprodutivo e a ovulagdo em fémeas, e o estabelecimento da
espermatogénese em machos (CL et al., 2001). Esses fendmenos s&o
controlados principalmente pelo sistema hormonal e nervoso através do eixo
hipotalamo-hipdfise-gbnadas (HPG), e s&o de carater essencial para a
normalidade do ciclo reprodutivo, permitindo a sintonia de eventos decorrentes

da necessidade do organismo (DF et al., 2011).

Foi em 1955 que se comecgou a formular uma hipotese de que uma porcédo do
hipotalamo era responsavel por controlar a funcido hipofisaria através de uma
substancia humoral (Harris, 1955). Quase 16 anos depois dois laboratérios
relataram que essa molécula produzida no hipotalamo e liberada no sistema
porta-hipofisario controlava a sintese e secre¢do das gonodatrofinas, sendo
denominada de hormonio liberador de gonadotrofinas (GnRH) (H et al., 1971;M
et al., 1971). Com o passar dos anos o GnRH foi descrito como o principal
regulador do eixo HPG, sendo que sua liberagao se da de forma pulsatil, agindo

diretamente na hipdfise para que comece a sintese e liberagdo das
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gonadotrofinas (LH e FSH), que irdo ser liberadas na corrente sanguinea e

atuaréo diretamente nas gonadas (Plant et al.;SB et al., 2018).

Com o intenso estudo do eixo HPG, foi elucidado por volta de 2003 a importancia
de um outro elemento regulatério envolvido com a biossintese e secregao do

GnRH: o sistema kisspeptina (N et al., 2003;T et al., 2009).

A Kisspeptina e seu receptor, KISS1R (antigamente denominado pelo nome do
seu gene codificador GPRb54), foram identificados em 1996 e 1999,
respectivamente (DK et al., 1999;JH et al., 1996). Em 2003, dois grupos de
pesquisa independentes descobriram que os pacientes com mutagado no gene
GPR54, que tinham como consequéncia a perda de funcdo do receptor da
kisspeptina, apresentavam hipogonadismo hipogonadotrépico idiopatico (IHH)
(DK et al., 1999;N et al., 2003), e camundongos knockout para os genes Kiss1 e
Gprb54 demonstraram diversos problemas reprodutivos, como falha ou atraso no
desenvolvimento sexual, testiculos diminuidos e a interrupcdo da

espermatogénese (N et al., 2003;S et al., 2003;Tassigny et al., 2007).

O papel das kisspeptinas no controle do eixo reprodutivo se da por neurdnios
que expressam o gene Kiss1, localizados em regides hipotalamicas (nucleo
anteroventral e periventricular anterior e nucleo arqueado), conseguem perceber
alteragdes dos niveis circulantes de estrogeno e, com isso, ativam a sintese das
kisspeptinas, essas serao liberadas nas fendas neuronais ativando diretamente
os neurénios GnRH, visto que estes ndo expressam receptores de estrogeno
tipo alfa. Essa dinamica elucidou que o controle positivo e negativo dos
horménios sexuais no controle da liberacdo do GnRH se da através das

kisspeptinas, e que esta desempenha um papel de catalisador para o inicio da
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maturacdo sexual e consequente puberdade (JT et al., 2005;R et al., 2013).

Diversos estudos tanto em humanos, quanto em modelos experimentais
demonstraram que diferentes fatores podem interferir diretamente na
puberdade, como por exemplo os fatores genéticos, que englobam tanto
mutagdes em genes importantes da regulagao reprodutiva quanto mutagdes em
seus receptores ou até mesmo a acdo de microRNAs, fatores ambientais,
étnicos e nutricionais (AP et al., 2013;MG et al., 2008;SR and A, 2014;SR et al.,

2010).

1.4.1 Caracterizagao da puberdade e fertilidade no camundongo macho

A maturagdo sexual nos camundongos machos evidencia-se fisiologicamente
pelo desenvolvimento total da atividade espermatica e fenotipicamente pela
descida testicular e separagao balanoprepucial. A diferenciacdo dessas células
germinativas ocorre continuamente nos tubulos seminiferos localizados nos
testiculos do animal (SM and HB, 2001). As células espermaticas em diferentes
fases séo classificadas em quatro categorias: espermatogdnias, espermatocitos,
espermatides e espermatozodides. As células pré-meidticas sdo chamadas de
espermatogobnias e incluem desde células tronco regenerativas a células em
processo de diferenciagao terminal (JF et al., 1990). Com o inicio da meiose, as
células germinativas sdo chamadas de espermatdcitos, e apdés a meiose, as
células hapldides sao denominadas espermatides, tendo como produto da

diferenciagao terminal da espermatogénese, os espermatozoides.

A espermatogénese e esteroidogénese testicular sdo controladas pelo eixo
HPG. Portanto, apds a puberdade € necessario que o horménio GnRH seja

liberado e captado pela hipdéfise estimulando a sintese e liberacdo de LH e FSH
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que atuardo diretamente nas gbnadas. O LH ira atuar nas células de Leydig
promovendo a sintese e secrecéo de testosterona, enquanto o FSH exerce um
efeito na capacitacdo das células de Sertoli para que estas comecem a liberar a
inibina e ocorra a progressao da espermatogénese (CA and MD, 2010;DD and

CY, 2010).

A inibida produzida pelas células de Sertoli, juntamente com a testosterona e o
17- B estradiol, reduzem a secrecdo de FSH e LH por feedback negativo,
mantendo assim um controle rigoroso da homeostase do eixo HPG (DD and CY,
2010;S and GF, 2015).

Apesar da importdncia de ambos os hormbnios no processo de
espermatogénese e fertilidade, o FSH e seu receptor sdo dispensaveis a ela. Na
auséncia do hormdnio ou de seu receptor ha somente uma redugdo no numero
de células germinativas. Em um estudo de 2008, a analise da espermatogénese
de camundongos que ndo expressavam o receptor de FSH mostrou uma
reducdo de 20% no numero de células germinativas, possivelmente como
resultado da incapacidade de progredir durante a meiose | (MH et al., 2008).
Além do papel das gonadotrofinas na capacitagdo e estimulagcdo de células
essenciais para o desenvolvimento da espermatogénese, foi observado através
de um camundongo knockout para o receptor androgénico (AR) especifico para
as células de Sertoli, que a acdo da testosterona via AR nestas células é
importante para o desenvolvimento espermatico, ja que esses animais knockout
apresentam alteragdes importantes na transicdo da espermatide redonda para a
espermatide alongada (estagio celular mais avangado). Porém, o
desenvolvimento dos espermatdcitos e a progressdo da meiose ndo foram

afetados (K et al., 2014;S and GF, 2015).
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Deste modo, parece que o FSH e a testosterona sdo importantes para a
espermatogénese, porém, o inicio da meiose parece ocorrer de maneira

independente a eles.

1.5 Impacto da reposi¢ao hormonal no crescimento e fertilidade.

Um dos primeiros estudos envolvendo tratamento hormonal na linhagem Ames
foi feito em 1965 por Andrzej Bartke (A, 1965). Ele foi pioneiro em demonstrar
que camundongos machos com mutacdo espontanea no gene Prop? (Prop1™),
que cursavam com deficiéncia de GH, TSH, PRL, LH/FSH, tinham a fertilidade
restaurada apos 40 dias de tratamento com GH e levotiroxina. Neste mesmo
estudo, um grupo de fémeas mutadas foi submetido ao tratamento, porém o
restauro do eixo HPG n&o foi observado, condizendo com o quadro de
infertilidade. Apesar da diferenga encontrada na funcao reprodutora de machos
e fémeas neste estudo, ambos apresentaram significativo crescimento corporal

com o tratamento (A, 1965).

Com o passar dos anos, diversos estudos foram conduzidos usando reposi¢cao
hormonal neste modelo animal. Dois estudos subsequentes mostraram que em
fémeas de dois modelos de hipopituitarismo congénito (Snell e Ames) houve
restauro da fertilidade somente apds a hipéfise de um animal normal ser
transplantada na capsula renal dos animais deficientes (A, 1971;MJ et al., 1984),
corroborando ainda que a PRL placentaria é essencial para a manutengao da
gestacédo e inicio da lactagao (A, 1971). Além disso Chandrashekar e Bartke
demonstraram que fémeas ooforectomizadas de dois grupos de camundongos
(Ames - Prop1”" e camundongos transgénicos para o gene de GH bovino - bGH)

apos o tratamento com GH e estrogeno e submetidas posteriormente a estimulo
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com gonadotropinas (através de GnRH), tiveram um aumento significantivo dos
niveis de LH, ao contrario daquelas que receberam somente o estimulo de
gonadotropinas sem tratamento preévio, indicando o efeito potencializador que o

bGH tem no GnRH e consequentemente na secregdo de LH (V and A, 1996).

Com o passar dos anos, evidéncias cientificas elucidaram o importante papel do
GH, ndo somente no crescimento e no desenvolvimento de mamiferos, mas
também em sua fungdo gonadal. Estudos de Childs e colaboradores (GV et al.,
1994a;GV et al., 1994b) demonstrou que existe uma relagédo entre o GH e as
células secretoras de gonadotrofinas na hipofise. Antigenos da proteina de
ligacdo do GH foram identificados em células hipofisarias que continham LH e
FSH, indicando um possivel efeito paracrino do GH no controle da fungao
gonadotrofica (S et al., 1993). Sabe-se que o maior efeito fisiolégico do GH se
da via IGF-1, sendo o horménio do crescimento um estimulador de forma indireta
(via STAT-5) na liberagao desse fator (EM et al., 2003). Apesar do IGF-1 ser
produzido predominantemente no figado, ele também pode ser sintetizado por
tecidos-alvo através da estimulacdo do GH, atuando de forma paracrina e
autécrina e sua producédo hepatica dependente de GH pode ter como alvo os
testiculos para a indugédo da espermatogénese. Também é possivel que o IGF-
1 seja formado independentemente da agdo do GH pelas células de Sertoli e
Leydig (Cailleau et al., 1990) e que este fator possa estar relacionado também
com o comego do processo de espermatogénese. Estudos in vitro revelaram que
o IGF-1 aumenta a secrec¢ao de gonadotrofinas induzida por GnRH pelas células
hipofisarias, sugerindo fortemente que o IGF-1 influéncia a fungao
neuroendocrina e possivelmente a maturagdo sexual (JK et al., 1991). Além

disso sabe-se que camundongos com nocaute no receptor de GH (GHR-KO)
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apresentam atraso de 5 dias na separacgao balanoprepucial, evento considerado
como o principal sinal externo de desenvolvimento puberal em roedores machos

(Keene et al., 2002).

Evidéncias demostram que a auséncia da secrecdo de GH/ IGF-1 em
camundongos machos homozigotos da linhagem Ames esta relacionada com
uma alteracdo da funcdo hipotalamo-hipdfise-gbnada. Nesses animais a
administragdo de bGH induziu a secre¢do de IGF-1 acompanhada por niveis
aumentados de LH no plasma e o efeito apds administracdo de GnRH na
secrecao de LH também foi aumentada neste grupo, porém com niveis menores
se comparado aos seus irméos selvagem. Portanto o pré-tratamento desses
camundongos com bGH resultou, ndo s6 no aumento da secregédo de LH, como
também no aumento da producdo de androstenediona e testosterona pelos
testiculos isolados tratados com hCG (gonadotrofina coridnica humana) (V and
A, 2003).

Porém, o GH ndo é o unico horménio a desempenhar um grande papel no
desenvolvimento reprodutivo. Sabe-se hoje que o hormdnio tireocideano também
esta relacionado com a fungao e morfologia testicular. Evidéncias do seu papel
na diminuigdo da fertilidade e alteragbes da atividade sexual vem sendo
discutidas nas ultimas décadas (C et al., 2005;GE and P, 2003). Individuos com
hipotireoidismo na infancia e no periodo pré-puberal apresentam atraso na
maturacao sexual e macroorquidia sem virilizagdo, sendo que quanto mais
precoce for a faléncia tireoidiana maior sera a gravidade desses aspectos.
Contudo, estas alteracdes podem ser revertidas apos reposi¢gao hormonal em
qualquer periodo (EA et al., 1995).

Estudos mais recentes demostram que ratos com hipotireoidismo desde o
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periodo pds natal apresentam além de um declinio na capacidade de locomogao
dos espermatozoides, anormalidades na maturagao das células germinativas no
periodo da espermatogénese (SR and JM, 1988). Além disso, animais com
hipotireoidismo congénito secundario a uma mutagédo no gene da tireoglobulina,
tiveram um desenvolvimento testicular completo porém com um atraso
significativo em relacdo aos controles, e suas estruturas testiculares
apresentavam um rapido processo de degeneragao estrutural, sugerindo que o
horménio tireoidiano parece ser essencial ndo somente para o desenvolvimento
e maturacao das células de Sertoli e células germinativas, mas também para a
manutengao das estruturas testiculares durante a vida adulta do animal (Y et al.,
2004). No modelo Ames, o tratamento exclusivo com levotiroxina no inicio da
vida demonstrou-se eficaz no aumento do peso corporal € no avanco da idade
de maturagdo sexual nos animais Prop1”, porém sem apresentar os efeitos
deletérios no metabolismo energético e na homeostase da glicose que o
horménio do crescimento (GH) parece induzir (J et al., 2016). No entanto em
2015 foi publicado um trabalho elucidando que o tratamento combinado de GH

--

e T4 em animais Prop1™ machos parece ndo apresentar danos deletérios ao

metabolismo (A et al., 2015).

Desde 1965 o modelo de hipopituitarismo congénito Ames vem sendo estudado
como modelo de infertilidade e longevidade, muitos estudos atribuem o
tratamento hormonal como conduta primordial para a maturagdo sexual e

fertilidade dos animais Prop1™

desta linhagem. Porém recentemente foi
publicado um artigo com foco no estudo da imunidade intestinal desta linhagem,
onde animais homozigotos (Prop7”") sem nenhum tipo de tratamento prévio,

porém com atraso na maturagcdo sexual de 3 semanas, relatado apenas por
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dados observacionais, foram colocados diretamente para cruzar com seus
respectivos pares heterozigotos e resultaram em prole normal, demonstrando
uma restauragado esponténea do eixo gonadotréfico nesses animais (X et al.,
2018). Acredita-se que isto esteja ligado ao fato que esta linhagem foi mudando
seu background ao longo dos anos conforme acasalamentos heterogénicos
(outbread ou n&o aparentado) eram realizados e por consequéncia uma maior
variabilidade genética foi surgindo, sendo capaz, de alguma maneira ainda
desconhecida, de restaurar o eixo reprodutivo nesses animais, podendo diferir
fenotipicamente dos animais mantidos por cruzamento isogénico (inbred ou

aparentados).



2 Justificativa
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Dados em animais com hipopituitarismo congénito sugerem a recuperagao do
eixo gonadotroéfico apos tratamento com GH e levotiroxina. Nenhum estudo foi
realizado visando a caracterizagdo deste modelo apds o restauro assim como a
elucidagcdo dos mecanismos moleculares e/ou transcricionais implicados neste
processo.

Desta forma, a caracterizagdo do modelo homozigoto para a mutagao
espontdanea no Prop1 com ou sem tratamento hormonal, mantido por
cruzamento isogénico (inbred) é de extrema importancia para compreender
todos os mecanismos envolvidos na restauracéo do eixo hipotalamo-hipéfise-

gbnadas (HPG) apos tratamento.



3. Objetivos
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Objetivos primarios:

o Caracterizar a maturagdo sexual dos camundongos da linhagem Ames
isogénica num periodo de 90 dias pds natal
o Caracterizar e avaliar a fertilidade em camundongos machos da linhagem

Ames mutante apds o tratamento hormonal com GH e Levotiroxina.

Objetivos secundarios

e Avaliar a fertilidade espontédnea do animal Ames mutado mantido por
cruzamento isogénico.

e Caracterizar as gbnadas dos machos da linhagem Ames mutantes
tratados com reposi¢cdo hormonal comparado aos mutantes Ames nao
tratados e aos heterozigotos da mesma linhagem.

o Avaliar o espermograma e os transcritos hipofisarios dos mesmos animais

submetidos a histologia.



4. Material e Métodos



23

4.1 Aspectos éticos
Este trabalho foi aprovado pela Comisséo de Etica no Uso de Animais (CEUA) e

esta registrado com o cédigo 1226/2019.

4.2 Descrig¢ao da Linhagem

Foram utilizados camundongos com “background” da linhagem Prop1 df/df,
Ames. Nestes animais ocorre a troca espontanea de uma timina (T) por citosina
(C) na posicao 475 do cDNA (ENSMUSTO00000051159) levando a substituicao

de uma serina por uma prolina no cédon 83.

4.2.1 Manutencao e obtenc¢ao dos animais

Os animais foram mantidos de acordo com o protocolo de manutencédo de
animais experimentais, no Biotério da Faculdade de Medicina da USP sob
condigbes de temperatura e luz controladas (20°C-23°C, ciclo de luz-escuro de
12 h) sendo permitido acesso a ragao padrao de purina ad libitum e a agua.

Os animais foram colocados para acasalamento no proprio biotério e foram
obtidos do cruzamento de fémeas e machos com mutagao nos genes Prop7 em
estado de heterozigose. A linhagem Ames com a mutacédo esponténea no gene
Prop1 mantida na Faculdade de Medicina da USP é isogénica e foi doada pela

Prof Sally Camper da Universidade de Michigan, MI, USA.
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4.2.2 Genotipagem

O DNA foi extraido de acordo com o protocolo descrito por Tony Zangala
(Department of Physiology and Biophysics, University of California, Irvine,
disponivel em: https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC2557115/pdf/jove-
6-246.pdf) (Anexo B) e, posteriormente, utilizado para amplificacdo e
genotipagem seguindo o protocolo previamente estabelecido por Dollé e

colaboradores (ME et al., 2001) (Anexo C).

4.3 Avaliacao da fertilidade espontanea dos animais mutados

Para determinar a fertilidade espontanea dos animais da linhagem Ames
isogénica foram realizados acasalamentos entre os animais mutantes com
animais heterozigotos sabidamente bons reprodutores por produzirem pelo

menos 1 prole nascida viva quando acasalado com fémea ou macho normal.

Foram utilizados 3 casais de fémeas mutantes com machos heterozigotos bons
reprodutores; 3 casais de machos mutantes que haviam maturado sexualmente
com fémeas heterozigotas boas reprodutoras e 3 casais de animais machos e

fémeas heterozigotos.

Estes casais foram mantidos de acordo com as recomendag¢des de manutencao
de animais experimentais citado acima, por um periodo de 6 semanas. Neste
periodo, os mesmos foram monitorados para avaliagdo da presenga de “plugs”

em fémeas, e posteriormente presenga de gravidez e nascimento da prole.
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4.4 Amostras
Para a avaliacdo da maturacédo sexual e da restauracao da fertilidade com o
tratamento hormonal foram utilizados animais da linhagem Ames selvagens

(controle) e mutados, tratados e n&o tratados.

Grupo MMTH Machos mutados tratados com levotiroxina e GH (n=5)
Grupo MMTS Machos mutados controles tratados com salina (n=5)
Grupo MC Machos heterozigotos controle tratados com salina (n=5)

Grupo MCWT Machos selvagem (n=5)

4.5 Reposi¢cao Hormonal
Machos com 30 dias de vida pds-natal foram injetados intraperitonealmente com
2 ug de L-tiroxina (Sigma) 3 vezes por semana e 10 ug de GH recombinante
humano 5 vezes por semana (Bergamo), por um periodo de 40 dias, seguido por
injecbes de manutengdo semanal (na mesma dose) apos esses animais serem
colocados para acasalamento no intuito de melhorar o crescimento e fertilidade
até completar um total de 60 dias de tratamento pés desmame (30 dias poOs-
natal). Este tratamento ja € um protocolo padréo na literatura para este modelo

animal (A, 1971;Bartke, 1965;BF et al., 1988;MS et al., 1991).

e Reposigdo hormonal com o GH: O GH foi diluido em solugéo salina a 0,9%
e pH 7,8 e foi administrado por via intraperitoneal.

e Reposicdo com levotiroxina: o T4 foi diluido em solugéo salina a 0,9% e
pH 7,8 e foi administrado por via intraperitoneal.

¢ Os machos mutados controles foram injetados com solugao salina a 0,9%
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¢ Os machos heterozigotos controles foram injetados com solugao salina a
0,9%.

4.6 Avaliacao da Maturidade Sexual dos Camundongos Machos

A avaliacdo da maturacao sexual dos machos mutados (tratados e nao tratados)
€ machos normais (heterozigoto e selvagem) da linhagem Ames inbred, foi feita
a partir de 21 dias pds natal através da observagao da descida dos testiculos e
da separacao balanoprepucial e se estendeu até 90 dias de vida, que foi o
periodo proposto de experimento. O macho foi considerado sexualmente maduro
quando estes dois eventos se mostrarem presentes. Assim que a separagao foi
observada esse macho foi submetido a pesagem em balanca digital graduada

em g (balanga analitica de bancada 9094 Plus — Toledo).

4.7 Eutanasia

A eutanasia dos animais foi realizada apdés aproximadamente os 60 dias de
tratamento (90 dias de vida), de acordo com o tempo necessario para que a
fémea viesse a engravidar, e o método utilizado esteve de acordo com os termos
propostos pelo CONCEA (MCTI, 2015), onde os animais foram submetidos
individualmente, em caixa hermeticamente fechada, a exposicao de isofluorano
100% (Isoforine, Cristalia, Sado Paulo, Brasil) embebida em algodéo,
ocasionando inalacdo de superdose da substancia e consequente oObito, apds
sedacado. Assim que ndo era mais possivel detectar respiragao ou batimentos
cardiacos, os animais eram pareados por grupo e as medidas antropomeétricas
realizadas.

Apoés a realizagdo das medidas antropométricas, foi realizada a coleta do

epididimo e das gbnadas para espermograma e histologia respectivamente. Por
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ultimo, houve a coleta da hipdfise, onde os animais foram decapitados para
realizacao da craniectomia latero-superior, que consiste em separar a calota

craniana e o afastamento do encéfalo para coleta da glandula hipofisaria.

4.8 Dados antropométricos

Avaliagao de peso corporal

As medicbes de peso corporal foram realizadas nos periodos de maturagcao
sexual, inicio do tratamento (30 dias pds-natal) e no periodo de eutanasia
(aproximadamente 90 dias de vida). O animal foi colocado em cima da balanga
digital para ter aferido o seu peso em gramas (balanga analitica de bancada 9094

Plus — Toledo), e a média dos grupos foi calculada.

Avaliacao do peso testicular

ApOs a eutanasia desses animais, o testiculo foi removido através de uma
pequena abertura da cavidade abdominal, onde posteriormente, foi feita a
limpeza do tecido e pesagem em balancga eletrénica graduada em miligramas
(balanga analitica de bancada 9094 Plus — Toledo), a média dos grupos também

foi calculada.

Comprimento naso-anal
No momento da eutanasia os animais foram medidos individualmente com régua
convencional graduada em milimetros para determinagdo do comprimento naso-

anal, e foi calculada a média de cada grupo.
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4.9 Avaliacao da fertilidade
A fertilidade dos machos mutados foi considerada positiva se houve nascimento
dos embrides apds 21 dias de coito ocorrido do cruzamento de animais mutados

tratados com seus pares selvagens.

4.10 Avaliacao histologica dos testiculos

Apos o sacrificio, a cavidade abdominal dos animais foi aberta e os testiculos
removidos, o excesso de gordura dissecado e uma das génadas foi fixada por
imersao em paraformaldeido 4% por 24 horas. Apés a fixacéo, foi realizada a
desidratacdo gradual em solugdo crescente de alcool etilico e incluidos em
parafina.

A analise gonadal foi feita por cortes seriados de 5 ym de espessura dos blocos
de parafina, adotando como referéncia o eixo horizontal de cada érgéo (sentido
transversal). Os cortes foram dispostos em |adminas de vidro e corados pelo
método hematoxilina-eosina (HE).

Os testiculos foram categorizados de acordo com o escore de Johnsen, e a
classificagdo de cada animal foi dada pela média da analise de 20 tubulos
seminiferos isolados que receberam uma pontuacao, de 10 a 1, de acordo com
as caracteristicas descritas na Tabela 1. Cada grupo teve sua pontuacéo

determinada através da média de pontuagao individual de cada animal.
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Tabela 1: Descricdo do Escore de Johnsen (Johnsen, 1970)

Pontuacao Descricao

10 Espermatogénese completa com muitos espermatozoides. Epitélio
germinativo organizado, com espessura regular e luz aberta.

9 Muitos espermatozoides. Epitélio germinativo desorganizado, com

evidente descolamento ou obliteragdo do lumen.

8 Apenas alguns espermatozoéides. (<5 - 10)

7 Auséncia de espermatozoides e presenca de muitas espermatides.

6 Auséncia de espermatozoides e presenca de algumas espermatides.
(<5-10)

5 Auséncia de espermatozoides e espermatides. Presenc¢a de muitos
espermatdcitos.

4 Auséncia de espermatozoides e espermatides. Presenca de alguns

espermatocitos. (<5)

3 Presenca de espermatogdnias.

2 Auséncia de células germinativas e presenca de células de Sertoli.

1 Auséncia de células.




30

4.11 Espermograma

4.11.1 Coleta de espermatozoides da cauda do epididimo

Os espermatozoides foram coletados da cauda dos epididimos dos animais, por
meio da imers&o da cauda em 1.000 pL de meio de cultura Biggers Whitten
Whittingan (BWW), previamente aquecido (37 °C), em microtubos. Cortes com
ldaminas estéreis foram realizados no o6rgdo para extravasamento dos
espermatozoides. O microtubo foi mantido em estufa a 37 °C por 15 minutos. A
concentracdo dos espermatozoides foi analisada por meio da utilizagcdo de

camara de Neubauer.

Para avaliagdo da motilidade espermatica, uma aliquota da amostra foi
depositada sobre |édmina de microscopia (Perfecta, S&o Paulo, Brasil).,
previamente aquecida (37°C) em placa aquecedora, coberta com laminula
também aquecida (37°C) e analisadas em microscopia. Sobre placa aquecida a

37°C, a motilidade foi avaliada em uma escala de 0 a 100%.

4.11.2 Avaliagao da vitalidade espermatica

Primeiramente, foi dissolvido 0,067g de eosina amarela (Cl 45380, MerckKgaA,
Darmstadt, Germany), em 10 mL de agua destilada, aquecida em banho maria
a 72° C, entdo, foi adicionada 1,0g de nigrosina (Cl 50420, MerckKgaA,
Darmstadt, Germany). A solugao foi resfriada e filtrada em papel filtro qualitativo
80g (Nalgon equipamentos cientificos LTDA, 40x40 cm) e armazenada em

frasco de vidro ambar a 4° C.
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Para avaliagao da vitalidade espermatica, foi adicionada uma aliquota de 20 pL
de amostra e 20 pL da solugdo de eosina-nigrosina em um tubo de
microcentrifuga, homogeneizadas durante 30 segundos. Dois esfregagos de
20uL foram preparados em laminas de microscopia (Perfecta, Sdo Paulo, Brasil).
Depois de secas, foi contado 200 espermatozoides no microscopio o6ptico

comum, classificados em vivos (n&o corados) e mortos (corados).

4.12 Avaliagao Molecular

4.12.1 Extragado de RNA

O RNA mensageiro para analise de expressdo génica foi obtido através da
extragdo de RNA total das hipéfises de camundongos isoladamente, separados
por grupo. O RNA foi extraido utilizando o método de extragdo por TriZOL®
(Anexo D).

Apos a eluigho do RNA, o material foi quantificado em aparelho
espectrofotometro (NanoPhotometer P-300, Implen, Munique, Alemanha) e
determinada a pureza das amostras através da relacdo A260/280, sendo
consideradas para transcricdo reversa as amostras com relagdes maiores que
1,6 e 2,0. A integridade do RNA foi estabelecida por meio da visualizagédo das
bandas correspondentes as subunidades de RNA ribossomal: 28S e 18S. Por

fim, o material foi estocado a -80°C.



32

4.12.2 Transcri¢cao Reversa

O DNA complementar foi sintetizado a partir de 200 nanogramas de RNA total.
O cDNA foi obtido através do kit High-Capacity cDNA Reverse Transcription
(Applied Biosystems, Foster City, CA, USA), de acordo com as recomendagdes

do fabricante (Anexo E).

4.12.3 Otimizacao da concentragao de primers

As concentragdes ideais de primers para se obter o menor ciclo “threshold” (Cr),
minimizando amplificacdo nao especifica, foram determinadas através de
reacdes com diferentes concentracées de um “mix” dos primers senso e reverso:
500nM, 200nM e 100nM.

ApOs a reacgao, os resultados foram tabulados e foi determinada, para as demais
reacdes, a concentragcdao otima de menor Ct e auséncia de amplificacao
inespecifica. As reagdes foram realizadas em quadriplicata e todos os produtos

tiveram sua curva de “melting” analisada.

4.12.4 Curva Padrao

A eficiéncia de amplificacdo da qPCR foi determinada através da curva padréao
com cinco diluigdes seriadas partindo de 25ng de RNA (25ng; 12,5ng; 6,25ng;
3,1ng) de amostras de animais selvagens. A partir dos dados obtidos, foi gerado
um grafico com os valores dos C+’s versus os fatores de diluigdo e fez-se uma
analise de regressdo linear a partir da inclinagdo da curva (R?). A eficiéncia foi

calculada utilizando a formula abaixo:

Eficiéncia da PCR = [1Q{"/indinacdo dacunva) 41y 100
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Foram consideradas ideais as reagdes com eficiéncia entre 90% a 110%, e com

resultados de R? préximos a um.

4.12.5 PCR em tempo real dos transcritos hormonais

Os cDNAs foram utilizados para analise da expressédo génica utilizando o kit
“‘SYBR™ Green PCR Master Mix” (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA),
seguindo as recomendagdes do fabricante (Anexo H). Foram analisados genes
codificadores de horménios hipofisarios, de fatores de transcricdo e genes

endogenos (Gapdh e PPIA) (Tabela 2).

Tabela 2. Descrigdo dos genes utilizados na analise de expresséo

Hormoénios Hipofisarios

Gene Referéncia Descricao

Gh NM_008117 Growth hormone

Lh NM_008497 Luteinizing hormone beta subunit

Fsh NM_008045 Follicle stimulanting hormone beta subunit

Tsh NM_009432 Thyroid stimulanting hormone beta subunit

Prl NM_001163530 Prolactin

Gata2 NM_001355253 GATA binding protein 2

PPIiA NM_0089071 Peptidylprolyl isomerase A

Gapdh NM_0012897261 Glyceraldehyde-3-phosphate
dehydrogenase

As amostras foram amplificadas em um termociclador “AriaMx Real-Time PCR
System” (Agilent, Santa Clara, CA, USA) e a expressao dos genes entre os

grupos MMTH (macho mutado tratado com horménio) e MMTS (macho mutado
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tratado com salina) foi normalizada utilizando amostras de hipofises dos animais
selvagens controles (MC/MCWT) pareados para sexo e idade e o gene
endogeno de menor variabilidade. A quantificagdo relativa foi realizada pelo
método 2722°T%| jvak e Schmittgen (KJ and TD, 2001), em que o ACT representa
a diferenca de expressao entre o gene-alvo e o endégeno da mesma amostra e
o AACT corresponde a diferenga entre o ACT da amostra dos grupos mutantes
e o ACT do calibrador selvagem. Os valores da expressao génica representaréo
o numero de vezes em que o0 gene-alvo estara expresso em relagéo ao calibrador
utilizado. Foi considerada variagcdo acima do valor de erro do método, valores
relativos >2,5 ou <0,4. Para melhor representagao grafica, foi feita a conversao

dos dados de 2724¢T

para “fold change™

Cada amostra foi reproduzida em triplicata e levando em consideragcao a curva
de eficiéncia foram usadas concentragdes diferentes para dois grupos de genes,
sendo que o primeiro teve uma concentragdo total de amostra de 6ng (genes
analisados: Gh e Prl), e para o segundo grupo foi usada uma concentragao total

de 12ng por amostra (genes analisados: Gata2, Lh, Fsh, Tsh), e todos foram

normalizados pelo endégeno na mesma concentragéo.

4.13 Analise Estatistica

As analises foram realizadas pelos testes ANOVA e t de Student utilizando o
software “GraphPad Prism” versdo 9.1.0. Os resultados foram representados
pela média + desvio-padrao de cada grupo. Foram considerados significativos

os valores menores a 5% (p<0,05).



5. Resultados



5.1 Avaliacao da fertilidade espontanea
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A fertilidade dos animais mutantes foi comparada com seus respectivos

heterozigotos, e observou-se que o0s casais compostos por animais mutantes

nao apresentaram nem “plugs” e nem prole durante as 6 semanas de

experimentacdo. Todos os casais heterozigotos apresentaram neste mesmo

periodo a presenga de “plug” vaginal e de prole (Tabela 3).

Tabela 3: Comparagcdo do numero de plugs e média de prole entre os casais

totalmente heterozigotos (n=4) e os casais mutantes (n=4).

Casal

Casal 1 HETxHET

Casal 2 HETxXHET

Casal 3 HETxXHET

Casal 1 femea MUT x HET

Casal 2 femea MUT x HET

Casal 3 femea MUT x HET

Casal 1 macho MUT x HET

Casal 2 macho MUT x HET

Casal 3 macho MUT x HET

N° Plugs
2

2

Média n° de prole
7,5

8

DP
0,7

1,4
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Os animais MMTH apresentaram o restauro da fertilidade apds o tratamento com

GH e Levotiroxina (T4), tendo o numero de prole semelhante aos casais

controles (Tabela 4).

Tabela 4: Comparacao do numero de prole entre os casais controles e os casais

de machos mutantes tratados.

Grupo N Média Niumero de DP
prole

Controle 5 7,8 0,83

Mutante Tratado 5 6,6 1,14

5.3 Avaliacao da Maturidade Sexual

0,63

Os animais controles selvagens (MCWT) e heterozigoto (MC) n&o apresentaram

diferenga no tempo para atingir a maturidade sexual com uma meédia de 28,5 (+

0,44) dias, enquanto os animais mutantes tratados (MMTH) tiveram um atraso

significativo (p< 0,0001) neste mesmo periodo, atingindo a maturidade por volta

somente dos 49,8 dias (+ 4,08) (Grafico 1).
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Grafico 1: Média de dias para atingir a maturidade sexual entre os grupos (n=5/grupo)
analisados. NOTA: *p<0,05.

No grupo dos animais MMTS, somente dois animais apresentaram maturagao
sexual durante o periodo analisado de 90 dias, e tiveram uma média de 56,5 (+
3,53) dias para atingir sua maturidade.

O peso dos animais no dia da maturagdo sexual entre os grupos controle e
MMTH nao deferiu significativamente (p=0,07), sendo que o primeiro grupo teve
uma média de 11,3g (£ 0,58), enquanto a do segundo ficou em 10,6g (£ 0,54)
(Grafico 2). Os dois animais mutantes do grupo MMTS que maturaram
sexualmente apresentaram média de peso em torno de 6g (+ 0,14), indicando
uma diferenga observacional de peso nesses animais em comparagao aos
outros do grupo, porém devido ao numero de amostra nao foi possivel calcular

a estatistica.
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O tempo de maturacéo e o peso dos animais neste momento ndo se diferiram
entre os grupos controle MC e MCWT, estes foram considerados como fenoétipo
semelhantes, optando-se por escolher somente 1 grupo controle para

comparagao nos proximos experimentos.
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Grafico 2: Média do peso em gramas nos diferentes grupos (n=5/grupo) analisados no momento

da maturagao sexual.

5.4 Dados antropomeétricos

5.4.1 Medicagao do peso corporal e comprimento naso-anal

Os animais mutantes de ambos os grupos tiveram seu peso significativamente
(p=< 0,0001) menor em 30 dias pds-natal (4,75 £+ 0,38) quando comparado aos
animais do grupo controle (MC) (12 + 0,51) (Grafico 3), ao final do experimento
(90 dias pods-natal), o peso e o comprimento naso-anal apresentaram valores
significativamente diferente (p< 0,001) entre todos os grupos, sendo que o grupo

controle foi o que apresentou o maior peso (23,77 + 2,02) e comprimento naso-
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anal (17,62 £ 0,50), seguido dos animais mutantes tratados (MMTH) que tiveram
um aumento significativo do peso (11,91 + 1,4) e do comprimento naso-anal
(13,73 £ 0,46) em relagdo ao grupo mutante controle (MMTS), que teve os

menores valores de peso (5,11 £ 0,72) e comprimento (9,38 + 0,22) (Grafico 4 e

Gréfico 5).
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Grafico 3: Média do peso corporal em gramas entre os grupos (n=5/grupo) no inicio do
experimento (30 dias pds-natal). NOTA: ***p<0,001.
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Grafico 4: Média do peso corporal em gramas entre os grupos (n=5/grupo) no final do

experimento (90 dias pds-natal). NOTA: ***p<0,001.
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Grafico 5: Média do comprimento naso-anal em centimetros entre os grupos (n=5/grupo) no final

do experimento (90 dias pds-natal). NOTA: ***p<0,001.
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5.4.2 Avaliacao do peso testicular

O grupo controle (MC) foi 0 que obteve uma maior média do peso dos testiculos
(0,1 £ 0,03), seguido pelo grupo MMTH (0,08 £ 0,015) e pelo grupo MMTS, na
qual os testiculos apresentaram a menor meédia de peso (0,016 £ 0,014) (Grafico
6). Na comparagao entre as médias dos grupos, houve diferenca estatistica entre
o grupo controle e o grupo MMTS (p< 0,0001), entre o grupo MMTH e o grupo
MMTS (p= 0,0001) e também entre o grupo controle e o grupo MMTH (p< 0,048),

porém essa diferenca foi menor em relagao aos outros grupos acima descritos.
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Grafico 6: Média do peso testicular em grama entre os grupos (n=5/grupo) no final do

experimento (90 dias pds-natal). NOTA: *p<0,05; ***p<0,001.
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5.5. Analise Histologica

Na analise comparativa entre as médias de pontuacdes do escore de Johnsen,
o grupo controle (MC) demonstrou o melhor desempenho (9,7 + 0,07), seguido
do grupo MMTH (8,7 £ 0,19), e tendo como o grupo de pior desempenho o MMTS
(5 £ 0,58), com diferenca significativa entre o grupo controle e os grupos MMTH
(p=0,02) e MMTS (p= 0,0001) e do grupo MMTH com o grupo MMTS (p< 0,0001)

(Tabela 5).

Tabela 5: Comparacéo dos valores dos escores de Johnsen entre os grupos.

Média Pontuacao bP

Grupo (Desvio Padrao)
Controle 9,7 0,07
Mutante Tratado 8,7 0,19
Mutante Controle 5 0,58

A analise histolégica dos testiculos dos animais controles (MC) mostrou
espermatogénese completa com um epitélio germinativo espesso e organizado,
presencga de células de Sertoli e de Leydig com caracteristicas preservadas e
evolugdo das células germinativas: espermatogbnias do tipo A e do tipo B,
espermatoécitos primarios e secundarios, espermatides arredondadas e em
estagios mais desenvolvidos que se caracterizam pela forma mais alongada e
presenca de muitos espermatozoides (Figura 4).

O testiculo dos animais mutantes tratados (MMTH) também apresentou uma
espermatogénese completa com epitélio germinativo organizado e evolugao das
células germinativas conforme proximidade a luz do tubulo (Figura 5), porém um

dos animais apresentou o epitélio germinativo menos espesso € um menor
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namero de espermatozoides se comparados ao grupo controle (Figura 5C). Em
todos os animais do grupo MMTH foi possivel identificar células de Sertoli e de
Leydig.

Ja nos animais mutantes controles (MMTS) observou-se tubulos seminiferos
sem luz e com menor diametro, além de uma interrup¢cado na espermatogénese
nos estagios celulares de espermatdcito (em paquiteno), com presenga das
células de Sertoli, de figuras apoptéticas e tubulos em degeneragéo com células
Ghost (indicam necrose coagulativa onde ha presenga de morte celular, mas
retengdo da arquitetura da célula). Nesses animais ndo foi possivel o

reconhecimento das células de Leydig (Figura 6).

Figura 4: Padrdo histolégico no macho controle - Em A (aumento de 10x) observam-se as
estruturas do testiculo: tubulos seminiferos com luz; seta amarela, e epitélio; seta vermelha, bem
definidos e a regido do intersticio; seta preta. Em B (aumento de 20x) observa-se a distribuicdo
das células germinativas em diferentes estagios: espermatogénia; seta preta, espermatocito;
seta amarela, espermatide alongada; seta vermelha e espermatozoide; seta branca.
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Figura 5: Padrao histolégico no macho mutante tratado - Em A (aumento de 10x) observa-se as
estruturas do testiculo: tubulos seminiferos com luz e epitélio organizados; e a regido do
intersticio. Em B (aumento de 20x) observa-se a distribuigdo das células germinativas
(espermatogbnia; seta preta, espermatdécito; seta amarela, espermatide alongada; seta vermelha
e espermatozoide; seta branca). Em C (aumento de 20x) observa-se os tubulos seminiferos do
animal que apresentou o epitélio germinativo menos espesso, porém com espermatogénese
completa.
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Figura 6: Padréo histolégico no macho mutante controle - Em A (aumento de 10x) observa-se
as estruturas do testiculo: tubulos seminiferos sem luz e com um epitélio menos espesso; seta
vermelha; é possivel observar a regido do intersticio, porém devido ao tamanho do tecido e do
processamento ele se encontra espagado; seta preta. Em B (aumento de 40x) observa-se o
tubulo seminifero com células germinativas somente até o estagio de espermatécito. A seta preta
indica as espermatogbnias e a seta vermelha indica os espermatdcitos em estagios menos
desenvolvidos. Em C (aumento de 40x) observa-se um tubo seminifero em degeneragdo, com
presenga de células Ghost; seta preta.

Dentro do grupo dos mutantes controles (MMTS), o mutante que maturou
sexualmente teve leves diferengas em sua histologia quando comparado aos
demais animais do grupo, podendo agora observar a luz do tubulo seminifero e
uma menor presencga de figuras apoptoticas e tubulos em degeneragao.

Porém a espermatogénese, em sua grande maioria, foi interrompida nos
estagios de espermatocito, com alguns tubulos com presenga de poucos

espermatozoides, porém com epitélio germinativo ainda pouco espesso. Neste

animal foi possivel reconhecer as células de Leydig (Figura 7).
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Figura 7: Padrdo histoldgico no macho mutante controle que maturou sexualmente - Em A
observa-se as estruturas do testiculo (aumento 10x): tibulos seminiferos com luz; seta amarela
e um epitélio menos espesso; seta preta; € possivel observar a regido do intersticio agora menos
espagada; seta vermelha. Em B (aumento de 20x) observa-se a distribuicdo das células
germinativas (espermatogodnia; seta preta, espermatécito; seta amarela, espermatide alongada;
seta vermelha e espermatozoide; seta branca). Em C (aumento de 20x) observa-se as células
de Leydig.

5.6. Anadlise do espermograma

Observa-se que o0 espermograma entre os grupos dos animais controles MC e
dos animais MMTH se assemelha tanto na contagem e concentragdo total de
espermatozoides, quando nos parametros de vitalidade e motilidade, sem
diferenga estatistica. No grupo MMTS foi possivel observar espermatozoides no
espermograma somente de um animal que tinha maturado sexualmente, porem

com uma concentragdo bastante reduzida. O resto do grupo MMTS foi
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caracterizado como azoospérmico, devido a auséncia de espermatozoides nas

laminas analisadas.

Tabela 6: Dados do espermograma dos grupos analisados

Vitalidade (%)

Conta%eem OEL Concentragao Motilidade Mortos \(I;‘IV;:
H A o,

Grupo espermatozoides (milhoes/mL) (%) (Corados) corados)
Controle 81,1 8,11 73 47 53

(n=5)

Mutante 77,2 7,72 80 54,2 45,7

Tratado

(n=5)

Mutante 3,5 0,350 75 61 39

Controle

(n=1)

5.6. Analise Molecular

Todos os resultados da analise transcricional sao representados pela média dos
valores individuais dos animais de cada grupo. Os valores obtidos de ambos os
grupos de mutantes foram normalizados com o controle.

Os genes codificadores de GH e PRL n&o apresentaram expresséo relativa nos
grupos MMTS (1,4x10° + 8,6x10°; 4,4x10™° + 4,3x107°, respectivamente) e
MMTH (0,007 + 0,0006; 0,0007 + 0,0002, respectivamente) em relagdo ao grupo

controle MC (1 £ 0,3; 1 £ 0,21, respectivamente) (Grafico 7).
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Grafico 7: Expresséo relativa dos genes GH e PRL nos diferentes grupos (n=3/grupo).

NOTA: Os valores estdo expressos em “fold change”. ***p<0,001.

A expressao de Lh apresentou diferenga estatistica (p< 0,048) somente nos
grupos MMTH e MMTS (1,56 £ 0,68; 0,36 + 0,34, respectivamente), sendo que
o animal do grupo MMTS que maturou sexualmente apresentou um outlier no
valor da expressao (0,76) em comparagao com os outros dois animais do grupo,
que apresentaram os valores de 0,15 e 0,18. A expressdo de Fsh foi
significativamente maior (p< 0,009) entre o grupo controle (1,02 + 0,2) e 0 MMTS
(0,27 £ 0,03). Embora o grupo MMTH apresentasse um aumento nos valores de
expressédo de Fsh (0,53 £ 0,22) quando comparado ao MMTS, este nao foi

estatisticamente significante.
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O gene codificador de TSH s6 se diferiu significativamente (p< 0,013) entre o
grupo controle (1,06 £ 0,4) e o grupo MMTH (0,05 £ 0,04), porém o animal do
grupo MMTS que apresentou a maturidade sexual também apresentou um valor
de expresséo maior (0,61) quando comparado aos dois outros animais do grupo
(0,38 e 0,2). Por outro lado, a expressdo do fator de transcrigdo GataZ2 foi
significativamente diferente (p< 0,019) somente entre o grupo controle (1 + 0,15)

e o grupo MMTS (0,49 £ 0,19) (Grafico 8).
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Grafico 8: Expresséo relativa dos genes LH, FSH, TSH e do fator de transcrigdo Gata2 nos
diferentes grupos (n=3/grupo).
NOTA: Os valores estédo expressos em “fold change”. *p<0,05; ** p<0,01.



6. Discussao
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Este estudo foi pioneiro em avaliar e caracterizar experimentalmente a
maturidade sexual dos machos da linhagem Ames mantida por cruzamento
isogénico, demonstrando que os animais homozigotos para a mutagao
espontanea no gene Prop1 em geral ndo maturam sexualmente durante o
periodo analisado de 90 dias. Ja o tratamento hormonal com GH e Levotiroxina
demonstrou ser eficiente tanto na restauragdo da maturagdo sexual adequada
guanto na fertilidade desses animais.

A extensa caracterizagao do sistema reprodutivo dos machos do modelo animal
da linhagem Ames isogénica apresentado neste trabalho tem como principal
objetivo elucidar em experimentos futuros o papel da reposigdo hormonal com

GH e levotiroxina no modelo mutante do gene Prop-1 no eixo HPG.

6.1 Os machos homozigotos da linhagem Ames mantidos por cruzamento
isogénico (inbred) sao inférteis e essa fertilidade é restaurada com o

tratamento hormonal a partir de 30 dias p6s natal.

A linhagem Ames, com mutagao espontédnea no gene Prop1, foi descrita em
1965, como um modelo de infertilidade (Bartke, 1965). Ao longo dos anos foram
publicados estudos com o objetivo de elucidar e caracterizar este modelo tanto
em parametros reprodutivos quanto metabdlicos. Do ponto de vista do déficit
hormonal que estes animais apresentavam, foi demostrado que a deficiéncia de
GH era atribuida como a principal causa na reducéo da producao hepatica e dos
niveis circulantes de IGF-1, na diminui¢ao significativa em fase adulta do peso e
tamanho corporal, no atraso da puberdade e alteragcbées no metabolismo da

glicose (A and H, 2004) e que a deficiéncia de TSH era mais associada ao
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severo quadro de hipotireoidismo e consequente diminuicdo da temperatura
corporal nestes animais (Bartke et al., 2001;WS et al., 1999). A infertilidade desta
linhagem foi sendo contestada ao longo dos anos, onde estudos mais recentes
publicaram que animais mutantes (Prop1”") eram colocados para acasalar com
fémeas normais, com sucesso, sem tratamento prévio (MM et al., 2009;X et al.,
2018), indicando que esses animais apresentavam uma fertilidade espontanea,
fato que acreditamos ser atribuido ao cruzamento ndo aparentado que esta
linhagem foi submetida ao longo dos anos, se tornando totalmente heterogénea
geneticamente, o que difere dos animais da nossa col6nia.

O presente estudo corroborou com o dado de que esta linhagem mantida por
cruzamento isogénico (inbred) é infértil sem nenhuma intervengdo hormonal e
que a reposi¢cao de GH e levotiroxina por 60 dias parece desempenhar um papel
direto na evolugao dos parametros reprodutivos deste animal com consequente
restauro da fertilidade, dados bem descritos na literatura (A, 1971;Bartke,
1965;BF et al., 1988;MJ et al., 1984;MS et al., 1991).

Sabe-se que o tratamento com bGH em machos mutantes da linhagem Ames
induz a secrecéo de IGF-1 acompanhada de um aumento nos niveis plasmaticos
de LH (V and A, 1993) via efeito GnRH, com consequente aumento de
testosterona, outros modelos animais deficientes ou knockout para o GH
também demonstram que o IGF-1 esta fortemente ligado a fungéo
neuroenddcrina e que a reposi¢cao deste hormdnio aumentou a secregcdo de
gonadotrofinas (BR et al., 1999;JK et al., 1991;S et al., 1993), mostrando o papel
importante do GH via sinalizagao IGF-1 no eixo HPG.

Além do papel da reposi¢gao hormonal com GH e levotiroxina no restauro da

fertilidade, esse tratamento também apresenta uma melhora nos parametros
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antropomeétricos nesse modelo, foi possivel observar neste trabalho um aumento
significativo tanto no peso corporal quanto no comprimento NA dos animais que
receberam o GH e levotiroxina, mantendo-os num nivel intermediario de peso e
tamanho entre seus irmdos normais e seus irm&os mutantes controles sem
tratamento. Esse dado € similar a alguns trabalhos na literatura, tendo uma
pequena divergéncia entre esse dado ser de uma recuperagdo total ou
intermediaria. Alguns trabalhos, como o de Louis e colaboradores demonstraram
0 nosso mesmo achado de recuperacgao parcial do peso e comprimento (A et al.,
2010) enquanto outros, como o de Andrew e colaboradores publicado em 2015
demostra que o peso corporal e comprimento dos animais com reposi¢cao
hormonal, tanto de GH isolado quanto de GH + levotiroxina, se igualou aos seus
irmaos normais (A et al., 2015), apesar deste ultimo ter usado uma maior dose
de GH e menor dose de T4 em comparagao com o0 nosso estudo, ambos os
estudos demonstram que a reposi¢ao hormonal tem um efeito significativo no

aumento desses parametros.

6.2 A maturidade sexual dos animais mutantes tratados desta linhagem é

significativamente atrasada em relagao aos seus irmaos controle.

Outro ponto observado neste trabalho € o atraso na maturidade sexual dos
animais de ambos os grupos mutados, com ou sem tratamento (MMTH e MMTS,
respectivamente), em comparacédo aos controles (MC). Todos os animais do
grupo MMTS, exceto um, que ndo receberam nenhum tipo de intervencéo
hormonal ndo maturaram sexualmente durante o periodo analisado (90 dias pos-
natal), fazendo-se necessaria uma extensao dessa avaliagédo para experimentos

futuros.
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Os animais mutantes que receberam o tratamento com GH e levotiroxina
(MMTH) apresentaram sua maturacdo sexual atrasada em 3 semanas, fato ja
descrito por dados observacionais do Dr. Andrzej Bartke e colaboradores (V et
al., 2004). Acreditamos que este atraso na maturagdo sexual dos animais do
grupo MMTH em relag&o aos seus irm&os normais (MC) seja devido ao comego
do tratamento se iniciar apds 30 dias pds natal.

Acredita-se também que essa maturagédo sexual esteja mais relacionada com a
reposicdo hormonal de GH, sendo amplamente sabido o envolvimento deste
hormonio no controle desse parametro. Diversos estudos demonstram que o GH
€ capaz de estimular varios aspectos da fungcdo gonadal, tanto em animais
hipofisectomizados, quanto em animais mutantes com hipopituitarismo, por meio
do seu efeito na liberacdo de GnRH pelo hipotalamo (BR et al., 1999;JK et al.,
1991) e de gonadotrofinas pela hipdfise (V et al., 2001;V et al., 1999). Em
humanos a elevagdo das concentragdes de GH no sangue é encontrada no
periodo de transicdo de pre-pubere para pubere (SR et al., 1991).

A influéncia do eixo somatotrofico no eixo HPG aponta para um dos mecanismos
que liga a maturagdo sexual com a nutricdo e o crescimento fisico, pois a
producdo de GH e IGF-1 esta positivamente relacionada a ingestao de energia,
e a maturacdo sexual parece estar mais relacionada com o peso corporal e
crescimento do que com a idade cronoldgica (Z, 1999;Z, 2002). Nossos achados
também demonstram a associacdo do peso corporal com o periodo de
maturacédo, ja que tanto os animais do grupo MMTH quanto o grupo controle
apresentam peso semelhante no momento que atingiram a capacidade

reprodutiva.
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Outro fator interessante que relaciona o tratamento hormonal com o avango da
capacidade reprodutiva € uma possivel acdo do sistema kisspeptina no eixo
somatotréfico. Achados prévios indicam que este sistema apresenta um papel
crucial no controle neuroenddcrino da reprodugéo via regulagdo do hormdnio
liberador de gonadotrofinas (LG et al., 2010;MS et al., 2004;R et al., 2013;VM et
al., 2004), sendo que algumas evidéncias recentes sugerem que a kisspeptina
também pode apresentar um papel na regulagdo do horménio do crescimento.
Diversos estudos em modelos animais demostram que a kisspeptina estimula
diretamente a secrecdo de GH e LH pela hipdfise, e que esta proteina também
pode estar ligada a um aumento na secregdao de PRL em algumas espécies (B
et al., 2010;BK et al., 2010;E et al., 2007;JP et al., 2012).

Todos esses trabalhos nos sugerem mais uma evidéncia da agao direta ou
indireta do eixo somatotréfico no controle reprodutivo, porém faz-se necessario
uma analise mais aprofundada sobre todos os mecanismos subjacentes

responsaveis por essa agao.

6.3 Os animais mutantes tratados apresentaram morfologia e
funcionalidade testicular semelhante aos animais controles, enquanto os
animais mutantes sem tratamento parecem ter este parametro menos
desenvolvido.

Na analise histologica pelo score de Johnsen entre os grupos foi possivel notar
que houve diferenga estatistica, sendo o grupo controle (MC) o que apresentou
o melhor score com espermatogénese completa e maior abundancia de
espermatozoides e presenca de células de Leydig e Sertoli, seguido do grupo

MMTH que também apresentou espermatogénese completa com abundéancia de
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espermatozoides. Apesar de encontrarmos um epitélio menos espesso em um
dos animais, ele ainda apresentou bom score com presencga de todos os estagios
de células germinativas além das células de Leydig e Sertoli.

Além dos grupos MMTH e MC apresentarem a histologia testicular semelhante,
eles também obtiveram equivaléncia no peso testicular e no espermograma, o
gue confirma nossa teoria de que o tratamento hormonal tem uma agao periférica
e acaba restaurando os parametros testiculares. Esse restauro periférico devido
a reposicao hormonal pode se dar através de sinais provenientes dos niveis de
androgenos, de gonadotrofinas e de IGF-1 estimulados por eles.

E bem definido que as gonadotrofinas sdo responsaveis por uma ativacéo direta
na capacitagdo gonadal agindo via duas sinaliza¢gdes enddcrinas: a primeira €
através da liberagao de testosterona via células de Leydig e a segunda através
da liberagdo de inibina pelas células de Sertoli (S and GF, 2015). Durante a
puberdade o FSH influéncia tanto a capacitacdo das células de Sertoli quanto a
atividade mitética das espermatogbnias e o aumento tanto dessas células
germinativas quando da diferenciagao celular (MM et al., 1988;S and GF, 2015),
porém sua auséncia ndo parece ser um fator crucial para infertilidade (MH et al.,
2000;TR et al., 1997). Ja a acdo do LH na espermatogénese se da de maneira
indireta via testosterona/receptor androgénico nas células de Leydig (S and GF,
2015).

Outros dois fatores relacionados ao desenvolvimento normal da
espermatogénese é o IGF-1 e a testosterona, sendo que o fator de crescimento
semelhante a insulina tipo 1, no testiculo, é produzido tanto pelas células de
Sertoli quando pelas células de Leydig, desempenhando um papel importante

na espermatogénese e no controle da fungédo enddcrina deste tecido, podendo
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regular o ciclo celular e a apoptose de diversas células germinativas. Um estudo
recente demonstrou que o IGF-1 aumentou o numero de espermatides redondas
e alongadas, diminuindo a apoptose das células germinativas e aumentando sua
densidade em meio de cultura (BG et al., 1988;J et al., 2017). A testosterona por
sua vez vai ter sua agao principalmente via receptor androgénico e € atribuida
por diversos anos como o principal componente de iniciacdo da
espermatogénese.

Nossa hipotese € que os animais do grupo MMTH apresentaram todos os
parametros testiculares semelhantes aos do grupo controle devido ao tratamento
agir no aumento da secrecdo de gonadotrofinas estimulando a producdo de
androgenos quanto de IGF-1 testicular.

A maioria dos animais do grupo MMTS apresentaram um baixo score de
Johnsen, com espermatogénese interrompida na fase de espermatdcito,
indicando uma falha no avango do desenvolvimento celular até o estagio final de
espermatozoide, que também foi confirmado pela falta dessas células no
espermograma. Nosso achado na falha de desenvolvimento testicular neste
grupo era esperado, visando a deficiéncia de GH e os baixos niveis de
gonadotrofinas que apresentam.

Estudos em modelos animais demonstram que roedores parecem reagir de
maneira diferencial, aos humanos, a uma deficiéncia hormonal, e que o LH, o
FSH e a testosterona sédo os principais fatores enddécrinos que controlam a
funcdo testicular e consequentemente o desenvolvimento normal da
espermatogénese.

Camundongos com delec&o no gene que codifica a subunidade beta do LH (LHb)

apresentam niveis de testosterona sérica e testicular reduzida e a
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espermatogénese ndo € completamente iniciada, sendo que sua falta de
sinalizagdo no periodo pré-pubere foi associada a um prejuizo na descida
testicular (FP et al., 2001;P et al., 2007). Outros estudos demonstram que
animais com déficit na secrecado de LH apresentam numero reduzido de células
de Leydig e de sua agéo via testosterona e seu receptor (PJ et al., 2009;ZM et
al., 2004). Sendo que camundongos knockout para o receptor androgénico
(ARKO) no periodo pos-natal séo inférteis e quando essa ablagdo ocorre no
periodo pdés pubere o resultado é uma espermatogénese interrompida com
auséncia de espermatozoides no epididimo e testiculo (KA et al., 2010;RS et al.,
2009). A deficiéncia isolada de FSH parece desempenhar um papel negativo no
numero de células de Sertoli e espermatozoides, com incapacidade na geragao
de espermatides na auséncia da sinalizagdo androgénica, porém camundongos
machos knockout tanto para o receptor de FSH (FSHRKO) quanto para o
subunidade beta desse horménio (FSH-bKO) apresentam desenvolvimento
sexual normal e sao férteis, somente com a diminuigdo do volume testicular
associado a uma diminuigdo das células de Sertoli e espermatozdides (MH et
al., 2000;TR, 2005).

Em conjunto com os achados na falha do desenvolvimento das células
germinativas no grupo MMTS, esse grupo parece ndo apresentar células de
Leydig, ja que estas n&o foram visualizadas nas ldminas. Acreditamos que a falta
deste tipo celular se deva a uma caréncia de estimulos de LH, que sabe-se hoje,
nao ser indispensavel para a diferenciacdo dessas células, mas que apresentam
um papel critico neste processo. Em animais deficientes deste horménio o

numero de células de Leydig é reduzido em 10% quando comparado aos seus
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irmaos controles e os niveis de andrégenos neste grupo € quase indetectavel
(PJ and PJ, 2001).

O unico animal do grupo MMTS que apresentou a maturagao sexual diferiu em
niveis observacionais do restante do grupo em relagdo ao desenvolvimento
testicular, sendo que neste animal foi possivel notar uma espermatogénese
completa em alguns tubulos seminiferos e a presenca de células de Leydig, o
que nos indica, juntamente com os dados moleculares, que ele apresenta um
maior nivel de gonadotrofinas circulantes, porém faz-se necessario um estudo
mais extenso e quantitativo desses animais, o qual esta além do escopo deste
trabalho, mas que podera ser abordado em estudos futuros.

Um ultimo achado a ser comentado neste topico é a diferenca do peso testicular
entre 0s grupos, sendo que o grupo controle apresentou o maior peso, seguido
do grupo MMTH e o grupo MMTS que apresentou o menor valor, & possivel
correlacionar este dado com os achados do espermograma, onde 0s grupos que
apresentaram maiores valores de peso testicular tiveram uma maior
concentragcédo de espermatozoides em relagdo ao unico animal do grupo MMTS,
isso porque a relagao da produgao espermatica esta intimamente ligada ao peso
testicular (Franga et al., 1998). Portanto a massa testicular € um indicador
quantitativo da producdo de espermatozoides, uma vez que os tubulos

seminiferos sdo o componente mais abundante no testiculo.

6.4 A reposicao hormonal também apresentou um impacto nos valores de
expressao genica entre os grupos.
A pesquisa molecular de genes hipofisarios nos diferentes grupos analisados

apresentou diferenca estatistica significativa em sua expressao relativa. Os
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grupos MMTH e MMTS apresentaram uma baixa expressao de Gh e Prl em
relagéo ao grupo controle, sendo que o grupo MMTS teve um valor de expressao
muito proximo a zero. A baixa expressao desses genes no grupo MMTH pode
ser atribuida ao tratamento com GH recombinante humano, uma vez que este,
em camundongos, se liga tanto nos receptores de GH quando nos receptores de
PRL, fazendo a sinalizagcdo para que a hipofise diminua a transcrigdo da
linhagem somatotrépica e lactotréfica, respectivamente (V and A, 2003).

O Lh apresentou diferenga somente entre o grupo MMTH e MMTS, acreditamos
que esse dado seja devido ao efeito do tratamento com GH, em aumentar a
transcricdo de Lh em camundongos Ames Prop1”, fato ja descrito por
Chandrashekar e Andrzej Bartke em alguns trabalhos, em um deles foi
demostrado que o tratamento com GH bovino em machos desta linhagem
aumentava significativamente a concentragdo dos niveis de LH no plasma (V
and A, 1993), em outro eles demonstraram que fémeas oforectomizadas apds o
tratamento com GH e estrogeno e posterior submissao a estimulo com GnRH
também tiverem um aumento significativo nos niveis de LH (V and A, 1996). O
fato do grupo MMTS né&o ter apresentado diferenga significante nos niveis de
expressao deste gene em relagdo ao grupo controle, pode estar associado com
o outlier no valor (aumentado) encontrado no animal deste grupo que maturou
sexualmente, porém uma analise mais aprofundada sobre o impacto dessa
maturagao nos valores de expressao do Lh se faz necessaria.

Em contrapartida os niveis de FSH se diferiram apenas entre o grupo controle e
o grupo MMTS, sendo que o grupo submetido ao tratamento (MMTH) apresentou
melhoras significativas no nivel de expressao deste gene. Sabe-se que tanto o

tratamento com GH quanto com PRL induz um aumento nos niveis de
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gonadotrofinas. Na linhagem Ames, um estudo antigo demostrou que machos
Prop1"' tratados com PRL apresentaram um aumento significativo nos niveis de
FSH juntamente com aumento na capacidade de produgéo de testosterona pelos
testiculos (A, 1965). Como o tratamento hormonal com GH recombinante
humano induz tanto a sinalizagao via receptores de GH quanto receptores de
PRL, acredita-se que o aumento de FSH encontrado nesses animais possa estar
ligado conjuntamente a essas duas vias.

Os niveis aumentados na expresséo relativa de gonadotrofinas no grupo MMTH
esta diretamente correlacionado com o restauro da fertilidade e melhora de todos
os parametros reprodutivos que este grupo apresenta, uma vez que a regulagéo
destes eventos acontece majoritariamente via estimulo destes horménios (PJ,
2014). Esse argumento também condiz com o achado observacional do unico
animal do grupo MMTS que apresentou a maturidade sexual, onde seus
parametros testiculares apresentaram uma melhora em relagao ao restante do
grupo.

Os niveis de expressdo de Tsh também variaram somente entre dois grupos,
que foi o grupo controle e MMTH, mais uma vez essa diferenga € atribuida pela
reposicdo hormonal com a levotiroxina. O grupo MMTS apresentou uma
expressao mais baixa deste gene, porém sem diferenga significativa, e acredita-
se que esse fato seja devido novamente ao outlier no valor de expresséao que o
animal que maturou sexualmente apresenta.

Nossos achados moleculares corroboram de certo modo com o que ja foi descrito
na literatura, onde os animais Ames Prop1"' sem nenhum tipo de intervencéao
hormonal apresentam deficiéncia de GH, PRL e TSH, além de gonadotrofinas

reduzidas, e que quando submetidos ao tratamento hormonal acabam tendo um
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aumento desses hormonios, principalmente da linhagem gonadotrofica (V and
A, 1993;V and A, 1996;V and A, 2003).

Outro marcador analisado neste estudo foi o GataZ2, ele apresentou diferenca
nos valores de expressdo somente entre o grupo MMTS e o grupo controle. Esse
marcador apresenta-se de forma mais precoce no desenvolvimento hipofisario,
tendo um aumento de expressdo nas linhagens celulares intermediarias que
dardo origem aos tireotrofos e gonadotrofos sendo um dos fatores de
importancia nessa trajetéria terminal (Zhang et al., 2020).

Sabe-se que outros fatores além das células dependentes de Pou7f1( Pit-1)
estdo envolvidos na diferenciagéo terminal dos horménios hipofisarios (S et al.,
2020). Na linhagem Ames é possivel observar que animais sem intervencéo
hormonal apresentem niveis circulantes porém reduzidos de gonodotrofinas, e
que animais submetidos ao tratamento tendem a ter um aumento desses
horménios, contudo nenhuma avaliagdo minuciosa dos fatores hipofisarios
ligados a diferenciacdo terminal dessas linhagens celulares foi feita neste
modelo animal, assim como a correlagdo desses genes com o aumento na
expressao de LH e TSH que os animais que maturam sexualmente parecem
desenvolver, fazendo-se necessario maiores estudos para elucidar o mecanismo

que estimula essas vias de maneira alternativa a ativagao do Pou1f1 (Pit-1).



7. Conclusao
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Os resultados obtidos nesse estudo confirmam que:

% Em relagéo a caracterizagao da linhagem:

A linhagem Ames isogénica se apresentou infértil.

A maturagdo sexual é rara nos animais Prop1”

sem nenhum tipo de
intervencdo hormonal, porém quando ocorre parece ter um atraso de trés
semanas em comparagao com seus irmaos controles.

Os paréametros testiculares nos animais mutantes desta linhagem

apresenta-se pouco desenvolvido em relagdo aos animais controles.

% Em relagdo ao impacto do tratamento com GH e levotiroxina no sistema

reprodutivo:

O tratamento foi efetivo no restauro da fertilidade de todos os animais do
grupo MMTH.

O grupo tratado apresentou maturagdo sexual, porém ainda com um
atraso de 2 semanas, o que foi atribuido pelo periodo de inicio do
tratamento se dar apenas com 30 dias pds natal.

Os animais Prop1™”

submetidos ao tratamento apresentaram melhoras
significativas nos parametros testiculares e reprodutivos em comparagéao
com os animais sem a intervengao de GH e levotiroxina.

O tratamento também teve um impacto positivo nos parametros de
expressao génica do grupo MMTH quando comparado ao grupo MMTS,
porém estudos mais aprofundados e especificos se fazem necessario
para entender o verdadeiro impacto da reposicdo hormonal com GH e

levotiroxina, na sinalizagao e interacéo celular responsavel pela ativagao

do eixo HPG.
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Em suma podemos concluir que O tratamento com GH e T4 restaura os
parametros reprodutivos periféricos nos camundongos Ames mutados do sexo

masculino.
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9. Anexos



ANEXO A: Carta de Aprovagao da Comisséo de Etica no Uso de Animais

Y. Faculdade de Medicina da Universidade de Sao Paulo
MEDICINA Avenida Dr. Amaido, 455
. ISP . Pacaembu - S30 Paulo -~ SP

COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS

Certificamos que a proposta intitulada “Avaliac@o da fertilidade em
camundongos com mutagdo espontinea no gene Prop 1 (Ames) apos
reposi¢ao hormonal” registrada com o n® 1226/2019, sob a responsabilidade de
Luciani Renata Silveira de Carvalho e Bruna Viscardi Azevedo,
apresentada pelo Departamento de Clinica Médica - que envolve a produgéo,
manutencio e/ou utilizagio de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo
Vertebrata (exceto humanos), para fins de pesquisa cientifica (ou ensino) - encontra-
se de acordo com os preceitos da Lei n® 11.794, de 8 de outubro de 2008, do Decreto
n° 6.869, de 15 de julho de 2009, e com as normas editadas pelo Conselho Nacional
de Controle de Experimentagio Animal (CONCEA), e foi aprovada pela COMISSAQ
DE ETICA NO USO DE ANIMAIS (CEUA) da Faculdade de Medicina da USP em

reuniao de 20.02.1G.

Finalidade ( ) Ensino ( x) Pesquisa Cientffica
Vigéncia da autorizagio Infcio: 28-01-2019  Término: 30-06-2020

Espécie/linhagem/raga Camundongos trangénicos Prop1 (Ames)

N de animais 57

Peso/ldade 4 semanas ‘
Sexo 22 machos e 35 fémeas

Origem Biotério FMUSP

A CEUA FMUSP solicita que ao final da pesquisa seja enviado Relatério com todas
as atividades.

CEUA-FMUSP, 20 de Fevereiro de 2019

__,'-"-'ﬂ
a————

Dr. Eduardo Pompeu
Coordenador
Comissido de Etica no Uso de Animais

Comissfio de £:ca no Uso de Anmais da FMUS?
e-mail: ceua@fm.usp.be
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ANEXO B: Protocolo de extracdao de DNA

O protocolo de extracdo de DNA foi feito utilizando 3mm da cauda dos

camundongos.

1. Corte e coloque os pedagos da cauda (3mm) em um eppendorf de 1,5 ml

2. Adicione 150ul de solugéo STE e 6,25ul de Proteinase K (10mg/ml stock)

3. Incube a 55°C no termobloco (AccuBlock Digital Dry Bath — Labnet

International, Inc.) agitando em vortex a cada hora por 2h.

4. Inative a proteinase K a 70°C por 5 minutos

5. Coloque no gelo por mais 5 minutos

6. Centrifugue o DNA da cauda por 10 minutos a toda velocidade.

7. Decante o sobrenadante em um novo tubo contendo 150ul de Isopropanol.
8. Precipite o DNA invertendo o tubo por 10 segundos

9. Centrifugue por mais 5 minutos e remova o sobrenadante

10. Lave o pellet com etanol 70%

11. Centrifugue por mais 5 minutos a toda velocidade

12. Retire o etanol e deixe secando por 5-10 minutos

13. Ressuspenda o DNA em 50ul de agua ultra-pura

14. Volte ao termobloco a 55°C por 1 hora para facilitar na dissolugdo do DNA.
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ANEXO C: Protocolo de Genotipagem da Linhagem Ames

O fragmento de 582 pares de base, que inclui a variante Ser83Pro no gene Prop1
da linhagem Ames, foi amplificado por PCR utilizando os primers e condigbes a
seguir:

Primer Forward — 5 CGCAACAGTGATGTGAGGATGG 3’
Primer Reverse — 5 AAGGCTGGAGTGTCGGTCTTGA 3

1. Preparo da PCR
Reagente 1 Amostra (uL) 10 Amostras (uL)
10x PCR Buffer 2,5 25
dNTPs 0,5 5
Primer Forward 250nmol 1 10
Primer Reverse 250nmol 1 10
Taq 0,2 2
ddH.0 16,8 168
Volume total 22 220

2. Aliquotar 3 pL de DNA nos tubos de PCR;
3. Adicionar 22 pL do mix de PCR ao tubo;

4. Colocar os tubos no termociclador e ajustar o programa de acordo com as
condicdes a seguir:



Ciclos Temperatura
1 95°C
30 95°C
58°C
72°C
1 72°C

5. Correr 5 pL do produto de PCR em gel de agarose 1%;

Fragmento esperado: 582 pb

15

Tempo

10’

20"

30”

10’

6. Digerir 10 pL do produto de PCR com a enzima PfIMI (Van91l) de acordo com

as condi¢des abaixo:

Reagente 1 Amostra (pL)
PfIMI (Van911) 0,1
10x Anza Buffer 2
ddH20 7,9
Produto de PCR 10
Volume total 20
7. Incubar em banho-maria a 37°C por 2 horas;
8. Correr o volume total da reagdo em gel de agarose 2%.

Fragmentos esperados:
+/+ 582 pb
df/+ 582 pb, 364 pb, 218 pb

df/df 364 pb, 218 pb

10 Amostras (pL)

1

20

79

100

200
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ANEXO D: Extragdo de RNA

1. Adicionar 200ul de Trizol e macerar o tecido com o auxilio de um pistilo, depois
da dissolugédo total e homogénea do tecido adicionar mais 100ul de Trizol
limpando o pestle.

2. Homogeneizar com uma seringa e agulha fina para uma melhor dissolugéo do
tecido.

3. Vortexar vigorosamente por 15 segundos e manter em temperatura ambiente
(TA) por 5 minutos. Spin down as amostras brevemente.

4. Adicionar 60ul de cloroférmio gelado, homogeneizar com a pipeta e depois
por inversao por 15 segundos e manter em TA por 3 minutos.

5. Centrifugar por 15 minutos a 12.000g a 4°C.

6. Transferir a fase aquosa para um novo tubo de 1,5mL.

7. Adicionar 150ul de isopropanol, homogeneizar por inversdo, manter em TA
por 10 minutos e centrifugar a 12.000g por 10 minutos a 4°C. Retirar o
isopropanol tomando cuidado com o pellet.

8. Lavar o pellet com 300ul de Etanol 75%, vortexar e centrifugar a 12.000g por
5 minutos a 4°C. Retirar o etanol tomando cuidado com o pellet.

9. Deixar secando em TA por no maximo 10 minutos.

10. Ressuspender em 15ul de agua RNase free pré-aquecida a 40°C, incubando
por no maximo 10 minutos em TA para dissolugéo do pellet.

11. Quantificar no nanodrop
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ANEXO E: Sintese de cDNA

Sintese de cDNA
1. Diluir 200 ng de RNA, ajustando o volume final para 25 [Simbolo]L

2. Preparo da transcrigéo reversa

Reagente 1 Amostra (pL) 10 Amostras (pL)
10x RT Buffer 5 50
10x RT random 5 50

primers

25x dNTP mix (100nm) 2 20
Multiscribe RT 2,5 25
H20 nuclease-free 10,5 105
Volume total 25 250

3. Preparo da transcrigéo reversa
- Pipetar 25uL de 2x RT master mix em cada tubo eppendorf
- Pipetar 25uL da amostra de RNA
- Volume total= 50uL /tubo eppendorf 0,2mL
- Selar e spin down os tubos
4. Colocar os tubos no termociclador e ajustar o programa de acordo com as
condi¢des a seguir:
Ciclos Temperatura Tempo

1 25°C 10°

1 37°C 120’



- Estocar a - 20°C

85°C

4°C
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ANEXO F: Sequéncias nucleotidicas dos primers utilizados nas reacdes de

gPCR.
Gene Primers
Gh F: CGCTTCTCGCTGCTGCTCAT
R: GTCCGAGGTGCCGAACATCA
Lh F: CAGTCTGCATCACCTTCACC
R: GCAGTACTCGGACCATGCTA
Fsh F: TCCCAGACCATGATGAAGTTGA
R: CAGCTATGGCAGCAGATTGC
Tsh F: CCGCACCATGTTACTCCTTA
R: GTTCTGACAGCCTCGTGTAT
Prl F: GCAGTCACCATGACCATGAA
R: AGATTGGCAGAGGCTGAACA
PPiA F: GCCGATGACGAGCCCTTG
R: TGCCGCCAGTGCCATTATG
Gata2 F: GATGAATGGACAGAACCGGC

R: TAAGGTGGTGGTTGTCGTCT
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ANEXO G: Protocolo de gPCR

1. Preparar o cDNA, diluindo a amostra em 1:10;
2. Diluir os primers para 5 yM;
3. Preparar a placa;
Reagente 1 Amostra (pL)
SYBR ® Green Mix 10
Primers 1
cDNA 1
H20 nuclease-free 8
Volume total 20

4. Colocar a placa no termociclador e ajustar o programa de acordo com as

condicdes a seguir:

Ciclos Temperatura Tempo
1 25°C 100
1 37°C 120°
1 85°C 5”

1 4°C w0



