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RESUMO

O efeito terapéutico promissor das células-tronco mesenquimais (CTM) alogénicas vem sendo
observado em diversos setores da medicina veterinaria incluindo o campo reprodutivo. Tal
efeito ¢ atribuido a sua capacidade de produzir citocinas, fatores de crescimento e outras
quimiocinas, que tem efeitos paracrinos no tecido, desempenhando um papel importante na
imunomodulac¢do, contribuindo assim para a recuperagdo e regeneragao de outros tipos de
células e tecidos do organismo, sendo um potencial tratamento de patologias testiculares em
equinos. O presente trabalho tem por objetivo avaliar o efeito e a seguranga da aplicacdo das
CTMs alogénicas, derivadas de tecido adiposo, no parénquima testicular de equinos jovens.
Para isto foram utilizados 9 animais jovens, com idade entre 3 e 7 anos de ragas variadas na
regido de Uberlandia-MG. Os animais foram divididos em 3 grupos experimentais: tratado
(aplicagdo intra-testicular de 3x10° CTM), controle (ndo foi aplicado nada) e grupo shan
(aplicacdo intra-testicular de 3 mL de Dulbecco's Phosphate-Buffered Saline - DPBS, mesma
solugdo de diluicdo das CTM). Apdés 20 a 40 dias da aplicagdo, os animais foram
orquiequitomizados e nos corpos dos testiculos realizaram-se, com bisturi, cortes transversais,
com 0,5 cm de espessura entre eles sem secciona-los por completo e em seguida foram mantidos
em formol tamponado a 10%, posteriormente em alcool 70%, e por fim, inclusos em parafina.
Para a avaliacdo histopatologica, os blocos de tecidos foram cortados em micrétomo na
espessura de 5 pm, esses fragmentos foram colocados sobre lamina e corados por hematoxilina
e eosina. Para avaliacdo, cada lamina foi dividida por 4 quadrantes e em cada foi medido o
didmetro (em micrometros) e quantidade, sendo avaliadas as varidveis area do tabulo
seminifero, altura do epitélio do tubulo seminifero e quantidade de vasos sanguineos. Para a
analise estatistica, os dados foram inicialmente testados quanto as pressuposi¢does de
normalidade (teste de Shapiro-Wilk) e homogeneidade das varidncias (teste de Bartlett). As
variaveis que nao atenderam a essas condi¢des, mesmo apos transformacdes, foram analisadas
pelo teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis, com a interpretacdo baseada nas medianas. Ja as
variaveis que atenderam aos critérios foram avaliadas por analise de variancia (ANOVA). Na
variavel area dos tubulos seminiferos, foi indicado diferenca significativa entre os grupos (p <
0,001), com mediana superior no grupo controle (0,126), seguido por CTM (0,101) e PBS
(0,099), com todos os grupos estatisticamente distintos. Para a altura do epitélio, observou-se
diferenca significativa (p < 0,001), sendo o grupo CTM (0,009) superior aos grupos controle
(0,008) e DPBS (0,007), os dois ultimos ndo diferiram entre si. J4 a quantidade de vasos



sanguineos ndo evidenciou diferenga significativa entre os grupos (p = 0,920). Visto que
nenhum animal apresentou reagdes adversas pode concluir que a aplicagio de CTMs no
parénquima testicular de equinos ¢ segura. Os dados também sugerem que o tratamento com
CTMs pode estar associado a aceleragdo da maturagdo testicular, evidenciada por aumento
significativo da altura epitelial, o que pode indicar o potencial regenerativo e imunomodulador
das células-tronco mesenquimais em terapias reprodutivas para a espécie equina, sendo

necessarios mais estudos para tais confirmagoes.

Palavras-chave: células-tronco mesenquimais; eficiéncia reprodutiva; garanhao; testiculo.



ABSTRACT

The promising therapeutic effect of allogeneic mesenchymal stem cells (MSCs) has
been observed in several fields of veterinary medicine, including reproductive medicine. This
effect is attributed to their ability to produce cytokines, growth factors, and other chemokines,
which exert paracrine effects on tissues, playing an important role in immunomodulation and
thus contributing to the recovery and regeneration of other cell and tissue types in the organism.
Consequently, MSCs represent a potential therapeutic approach for testicular pathologies in
stallions. The present study aimed to evaluate the effect and safety of allogeneic adipose tissue-
derived MSC application into the testicular parenchyma of young stallions. A total of nine
young animals, aged between 3 and 7 years and of different breeds, located in the region of
Uberldndia, Minas Gerais (Brazil), were used. The animals were allocated into three
experimental groups: treated (intratesticular application of 3 x 10° MSCs), control (no
application), and sham (intratesticular application of 3 mL Dulbecco’s Phosphate-Buffered
Saline — DPBS, the same dilution vehicle used for MSCs). Between 20 and 40 days post-
application, the animals underwent orchiectomy. Transverse cuts, 0.5 cm thick and not
completely sectioned, were made with a scalpel in the testes, which were then fixed in 10%
buffered formalin, transferred to 70% ethanol, and subsequently embedded in paraffin. For
histopathological evaluation, tissue blocks were sectioned at 5 um using a microtome, mounted
on slides, and stained with hematoxylin and eosin. Each slide was divided into four quadrants,
within which seminiferous tubule diameter (in micrometers), seminiferous tubule area,
seminiferous epithelium height, and the number of blood vessels were measured. For statistical
analysis, data were initially tested for normality assumptions (Shapiro—Wilk test) and
homogeneity of variances (Bartlett’s test). Variables that did not meet these assumptions, even
after transformation, were analyzed using the non-parametric Kruskal-Wallis test, with
interpretation based on medians. Variables that met the assumptions were analyzed using
analysis of variance (ANOVA). For seminiferous tubule area, a significant difference was
observed between groups (p < 0.001), with the control group showing the highest median value
(0.126), followed by MSC (0.101) and DPBS (0.099), with all groups being statistically distinct.
For epithelial height, a significant difference was also detected (p <0.001), with the MSC group
(0.009) being superior to both control (0.008) and DPBS (0.007) groups, which did not differ
from each other. The number of blood vessels did not differ significantly among groups (p =
0.920). As no animal exhibited adverse reactions, it can be concluded that intratesticular

application of MSCs in stallions is safe. The data further suggest that MSC treatment may be



associated with accelerated testicular maturation, as evidenced by the significant increase in
epithelial height, which may indicate the regenerative and immunomodulatory potential of
mesenchymal stem cells in reproductive therapies for the equine species. Further studies,

however, are required to confirm these findings.

Keywords: mesenchymal stem cells; reproductive efficiency; stallion; testis.
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1 INTRODUCAO

A equideocultura ¢ um setor que, no Brasil, possui plantel que supera o nimero de 5
milhdes de cabecas, movimentando assim mais de 16 bilhdes de reais ao ano e gera cerca de
3,6 milhdes de emprego de forma direta e indireta (Goretti, 2021). Sendo assim, a conduta do
Médico Veterinario na Reprodugdao equina ¢ essencial para que esse setor continue em
crescimento, isso porque ele pode atuar nas seguintes areas: ginecologia, endocrinologia,
obstetricia, neonatologia, pediatria e andrologia (Goretti, 2021). O sistema reprodutor
masculino ¢ composto por dois testiculos, epididimo, ducto deferente, glandulas sexuais
acessorias, uretra masculina, pénis, escroto e prepucio (Baljit,2021). O testiculo de garanhdes
sdo duas estruturas ovais de tamanhos similares, localizado horizontalmente dentro de uma
estrutura semelhante a uma bolsa, chamada escroto e sdo separados por meio de um septo
escrotal (Septimus, 1975), histologicamente eles sdo compostos por: células intersticiais
(denominadas de células de Leydig), essas células sdo mais dominantes no equino do que em
outras espécies ocupando 7% do volume testicular. Também sdo compostos por tubulos
seminiferos, ou seja, tibulos que possuem dois principais tipos celulares basicos: células de
Sertoli e células da linhagem germinativa. As de Sertoli nutrem, protegem e sustentam as
células espermatogénicas que também fagocitam os espermatozoides degenerados. J4 as células
espermaticas sdo distribuidas de formas distintas e realizam o desenvolvimento e diferencia¢ao
dos espermatozoides (Souza, 2024).

Nesse contexto, a eficiéncia reprodutiva dos garanhdes deve ser adequada para ser
pontual e certeira, garantindo assim boas taxas de concepc¢do e menores gastos por parte dos
criadores. Sendo assim, alteracdes na fertilidade como a degeneracdo testicular desses animais
podem ter um efeito negativo em todo o mercado, assim como no aproveitamento de genéticas
importantes para determinadas racas. A enfermidade mais comum que afeta a fertilidade nos
machos domésticos, incluindo o garanhdo, ¢ a degeneracao testicular que consiste no processo
de deterioracdo do parénquima do testiculo com consequente perda de sua funcdo (Sancler da
Silva, 2021). Histopatologicamente, os testiculos degenerados apresentam vacuolizacao
citoplasmadtica, perda da arquitetura do epitélio seminifero, diminui¢do do didmetro dos tubulos
seminiferos, pode também haver presenca de células espermaticas imaturas no limen dos
tubulos, em casos mais graves ha um aumento da perda de células germinativas do tibulo,

fibrose e calcificagdo do parénquima testicular (Turner, 2007).



As células tronco mesenquimais (CTMs) caracterizam-se por ser uma populagdo de
c¢lulas multipotentes capazes de se diferenciar e produzir vérios tipos celulares necessarios
num processo de reparagdo, como osteoblastos, condroblastos, células musculares, medula,
tendao/ligamento e tecido adiposo (Pittenger et al., 1999). Além disso, um estudo recente
demonstrou que, sob condi¢des especificas de cultura, essas células também podem se
diferenciar em hepatocitos, neuronios, células musculares cardiacas e até mesmo em astrocitos
(Berebichez-Fridman; Montero-Olvera, 2018). As CTMs expressam um grande numero de
moléculas bioativas como as moléculas de adesdo, as proteinas de matriz extracelular, as
citocinas e os receptores para fatores de crescimento, permitindo interagcdes com as demais
células (Huss, 2000; Bobis et al., 2006). Essas moléculas atuam modulando a resposta
inflamatoria, angiogénese e mitose das células envolvidas no processo de reparacdo tecidual
(Wan et al., 2008; Caplan, 2009).

O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito das células-tronco mesenquimais
alogénicas, derivadas de tecido adiposo, no parénquima testicular de equinos. de ragas variadas
com idades entre 3 e 7 anos. por meio de andlises histopatologicas da area do tubulo seminifero,

altura do epitélio, presenca do lumen e quantidade de vasos sanguineos.

2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Trato reprodutivo masculino

O sistema reprodutor masculino possui 6rgaos responsaveis pelo desenvolvimento,
amadurecimento, transporte e armazenamento dos gametas masculinos (K6ning, 2021).

Os orgaos do trato reprodutivo masculino consistem em dois testiculos, cada um suspenso
por um corddo espermatico e, externamente, pelo muasculo cremaster, dois epididimos, dois
ductos deferentes cada um com uma ampola, glandulas vesiculares pareadas com a prostata e
glandulas bulbouretrais, pénis associado com a uretra, corpo cavernoso peniano € musculo

retrator do pénis [Figura 1] (Amann, 2011).
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Figura 1 - Tlustragdo do trato reprodutivo masculino de garanhao
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Fonte: Langoni, 2011

2.1.2 Testiculo do equino

Gonadas masculinas pares que se iniciam embriologicamente no primérdio gonadal na
face medial do mesonefro. Posteriormente, essas gonadas precisam migrar de dentro da
cavidade abdominal para a camada do processo vaginal, que esta recoberto pelo escroto
(Koning, 2016).

Em alguns cavalos jovens, antes de descer diretamente para o processo vaginal, eles
permanecem na regido inguinal (Arighi, 2007). A descida total dos testiculos para a cavidade
escrotal ¢ imprescindivel para a produgao fisiologica da espermatogénese, devido a temperatura
que cai quando comparado a abdominal, a condicao que leva a auséncia da descida de um ou
dos dois testiculos € denominada criptorquidismo (Koning, 2016).

O testiculo no equino, se localiza na regido pubiana. Eles ficam em uma dire¢do dorso
ventral quando sdo puxados pelo musculo cremaster, também estdo ligados a camada parietal
do processo vaginal e pela cauda do epididimo (Souza, 2024), sua posi¢ao ideal ¢ dada quando
ao apalpar essa estrutura, € apalpado também a cauda do epididimo. (Septimus, 1975).

Histologicamente, fazem parte da estrutura dos testiculos: as células intersticiais e os
tubulos seminiferos. Essas células sdo compostas pelas células de Leydig (Delmann, 1982), sua

funcdo ¢ secretar testosterona (Abrahamsohn, 2023). Os tubulos seminiferos sdo tabulos
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contorcidos ¢ ¢ 14 que ocorrem toda espermatogénese que levam a formacdo dos
espermatozoides (Abrahamsohn, 2023) e sdo compostos por dois tipos celulares: células de
Sertoli, que dao sustentacdo e possui fungdo protetiva e nutritiva das células da linhagem
espermatica, além de fagocitarem os espermatozoides degenerados e as células germinativas

que fazem todo o processo de desenvolvimento e diferenciacdo até os espermatozoides

(Delmann, 1982).

2.1.3 Epididimo.

O epididimo ¢ dividido anatomicamente em trés partes: cabega, corpo e cauda [Figura 2].
A cabega se curva ao redor do testiculo e lateralmente, € plena e possui um formato semelhante
a letra “J” sendo intimamente ligada ao testiculo. Ja o corpo do epididimo ¢ cilindrico e liga
dorsalmente a superficie do epididimo, por fim, a sua cauda ¢ grande e bulbosa, associada ao
polo caudal do testiculo (K6ning, 2021).

Quanto a sua fungdo, suas trés partes trabalham de formas conectadas: o ducto do epididimo
(composto pela cabega, corpo e cauda) faze o amadurecimento dos espermatozoides, absorvem
o fluido testicular, os fragmentos celulares sofrem fagocitose e nutrientes sdo secretados para
os espermatozoides por meio de vesiculas chamadas epidimossomos, que transferem proteinas
e outras moléculas essenciais para a sua capacitacao (Sullivan,2013). Por fim, € na por¢do da
cauda que os espermatozoides sdo armazenados até o momento da ejaculagdo. Todo o
epididimo em equinos mede de aproximadamente 72 (setenta e dois) a 81 (oitenta e um) metros.

(Ko6ning, 2021)



Figura 2 - Testiculo de garanhdo e suas estruturas anexas
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Fonte: Koning,2016.

2.1.4 Glandulas sexuais acessorias

O equino possui todas as glandulas acessorias [Figura 3], sendo

12

elas: prostata,

bulbouretral, ampola e glandulas vesiculares. Todas juntas contribuem para a formac¢do do

plasma seminal (Amann, 2011).

As ampolas estdo presentes em pares: seu ducto excretor se une ao ducto deferente e

forma o chamado ducto ejaculatério (Koning, 2016). Todas essas glandulas possuem fibras

musculares inervadas pelo sistema autdbnomo, o que possibilita a expulsao da secre¢do, que, ao

final, se torna o plasma seminal (Koning, 2016). Cada uma delas secreta uma quantidade de

proteinas essencial para a fertilidade dos espermatozoides (Amann, 2011).
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Figura 3 - As glandulas sexuais acessorias no garanhao.

Ampola do ducto
deferente
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Fonte: Souza, 2024

2.2. Espermatogénese

O processo de divisdo e diferenciacdo que ocorre no tubulo seminifero, formando os
espermatozoides [Figura 4] ¢ chamado de Espermatogénese (Johnson,1997). Ela ¢ essencial
para a necessidade reprodutiva de cada animal, ¢ regulada pelo eixo-hipotalamico-hipofisario-

gonodal.



Figura 4 - Etapas das espermatogéneses em ciclos
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Legenda: A ilustracao representa o ciclo espermatogénico, em que cada quadrado indica uma fase do

desenvolvimento celular, desde as espermatogdnias até a formagdo das espermatides.

Fonte: Varner; Johnson, 2011

Todo esse processo ¢ de extrema complexidade porque envolve a proliferagdao das

células germinativas, diferenciacdo e apoptose dessas células (Varner e Johnson,2011).

O ciclo espermatogénico, que acontece no epitélio seminifero, representa uma série de

mudangas que ¢ dividida em estagios (Abo-Elmaksoud, 2005). A avaliacdo de cada estagio

(chamado de ciclos espermatogénicos) fornece a eficiéncia espermatogénica do animal que esta

sendo avaliado (Johnson,1995).

Cada ciclo é necessario para a diferenciacdo de uma célula diploide em uma célula

haploide altamente diferenciadas (Varner,1991). Além disso, ocorrem muitas mudangas

transcricionais nas cé€lulas (Johnson,1991). Sendo assim, temos uma primeira célula

(espermatogdnia) denominada A1, que por meio de mitoses, se divide em A2, A3, depois em

B1 e B2 [Figura 5] (Varner e Johnson, 2011).
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Figura 5- Divisdes realizadas pela espermatogonia

BEpermaiogonia

Legenda: Na figura mostra as fases da espermatogonia onde temos a espermatogdnia Al que ira por
meio de mitoses, tornar, respectivamente, A2, A3, Bl e B2.

Fonte: Varner; Jonhson, 2011

Ap6s se tornar uma espermatogonia B2, a proxima fase é a espermiogénese em que a
célula passa por processo de meiose. Posteriormente, acontecem os processos mais criticos da
maturacdo espermadtica, incluindo a remodelacdo nuclear por meio da condensagdo da
cromatina, a formacdo do flagelo, o desenvolvimento do acrossomo e a elimina¢do de uma

porgdo significativa do citoplasma (Varner; Johnson, 2011).
Logo apo6s essa primeira fase, as espermatogdnias entram em uma fase meidtica em que
se tornam espermdtides. E ¢ durante esse processo as espermatides [Figura 6] tornam

espermatozoides (Varner; Jonhson, 2011).

Figura 6- Maturacdo dos espermatdcitos

Sparmatocyles

Legenda: A ilustragdo demostra as fases da primeira fase da meiose, denominada de Profase 1, onde
nas siglas: Preleptoteno (PI), leptoteno (P), zigdteno(Z), paquiteno inicial (EP), paquiteno tardio (LP)

Fonte: Varner; Jonhson, 2011



16

Os espermatozoides sao liberados no lumen dos tubulos seminiferos [Figura 7] (Varner;
Jonhson, 2011) para dar continuidade a todo trajeto e mudangas até a chegada dos

espermatozoides com o plasma seminal na cauda do epididimo.

Figura 7- Fotografia de microscopia eletronica de varredura onde CD sdo os

espermatozoides.

Fonte: Johnson,2011

2.2.1 Histologia do parénquima testicular

Histologicamente, o parénquima testicular ¢ composto por tibulos que possuem um epitélio
estratificado com dois tipos celulares principais: célula de Leydig, que ocupam os espacos entre
os tubulos seminiferos e células de Sertoli, que possuem funcdo nutritiva, protetora, fagocitica
(Dellmann, 1982). Adicionalmente sdo responsaveis por controlar a maturacao e migracao das
células germinativas e por regular a secregdes entre compartimentos tubulares e intersticiais
estabelecendo a barreira hemato-testicular (Monteiro CD; Bicudo SD; Toma HS, 2010).

Em um corte transversal [Figura 8], nota-se que o testiculo ¢ composto pela tunica albuginea
(TA), parénquima testicular (TP), veia central com tecido conjuntivo (CV), diversos tibulos
seminiferos enrolados (ST) com células de Sertoli (SC), com diversas células germinativas
(espermatogdnias — Sg; espermatdcitos primarios — T; espermatides primarias — Sa;

espermatides secundarias-Sd2). Pelo intersticio, entre os tubulos seminiferos, possui células de
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Figura 8 - Laminas histologicas do intersticio entre tubulos semiferos e células de Leydig em

diferentes idades, no meio (a,c,e) ou inicio (b,d,f) da estacdo de monta.

Legenda: As siglas significam, respectivamente, tiinica albuginea (TA), parénquima testicular (TP),
veia central com tecido conjuntivo (CV), diversos tibulos seminiferos enrolados (ST) com células de
Sertoli (SC), com diversas células germinativas (espermatogdnias — Sg; espermatocitos primarios — T;
espermatides primarias — Sa; espermatides secundarias-Sd2). Pelo intersticio, entre os tibulos
seminiferos, possui células de Leydig (LC), vasos sanguineos (BV), células mioides (MC) e vasos
linfaticos (LV).

Fonte: Jonhson,1981
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2.3 A puberdade em equinos

A puberdade se inicia, aproximadamente, aos 6 meses de vida do cavalo onde ele
comega a ter mudangas hormonais € comportamentais que irdo o torné-lo apto para uma vida
reprodutiva (Amann, 2011).

O final, do que seria, a fase infantil nos equinos ¢ caracterizada pelo declinio do nimero
de gondcitos devido a agdao da gonadotrofina que estimula a hipdfise anterior a secretar LH
(Hormonio luteinizante) e FSH (Hormonio foliculo estimulante), no qual LH vai agir
diretamente sobre a célula de Leydig, estimulando a produzir testosterona dando assim inicio a
espermatogénese (Amann,1981).

Entretanto, a idade em que o cavalo se torna de fato um garanhao, ¢ individual para cada
animal, alguns s6 estdo aptos para uma iniciar a vida reprodutiva, considerando a qualidade do
ejaculado, comportamento de monta aos 2 anos, ja outros atingem a maturidade sexual aos 4
anos (Amann, 2011).

Devido a auséncia de estudos a respeito da agdo do eixo-hipotalamico-hipofisario
exclusivamente em equinos, suas atividades nessa espécie sao deduzidas a partir de informagdes
nas outras espécies como touros e carneiros (Lacroix,1977).

Antes de atingir a maturidade sexual, o eixo secreta pouco LH enquanto FSH e
testosterona sao estimulados, em maior concentragdo, na fase transicional entre a fase infantil
e puberdade, chamada de fase pré-pubere (McCarthy,1979). Nessa fase, histologicamente, a
avaliacdo da espermatogénese se da com base no didmetro do limen no tibulo seminifero

[Figura 9] (Heninger,2004).
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Figura 9 - Classificacdo do epitélio seminifero com base no lumen, em potros. utilizando a

escala de LS1 a LS7, onde LS1 é o menos desenvolvido e LS7 se assemelha ao tabulo

seminifero de um garanhao.

Legenda: Em “LS 17, o tibulo seminifero possui apenas gonocitos/espermatogdnias, enquanto as
células de Sertoli estdo espalhadas aleatoriamente pelos tiibulos e aparentemente sem vacuolos. Na
figura “LS 2” o tabulo esta com gondcitos/espermatogonias e células de Sertoli localizadas
centralmente, significando que houve uma migracdo para a parte mais basal. Ao lado, temos “LS 3”
que diferentemente do que foi encontrado anteriormente, o tubulo possui espermatdcitos iniciais,
varios vacuolos aleatdrios e isolados. Ja em “LS 4” foi visto o tibulo com varios vactiolos agregados,
com presenca de espermatocitos avangado,. Na avaliagdo seguinte, identificada por “LS 5 foi
encontrado tibulo com um limen aberto, epitélio seminifero baixo apenas contendo espermatogdnias
e células de Sertoli. Antes da tltima caracterizacdo, em “LS 6 o tibulo foi caracterizado por um
lumen repleto de células por células germinativas e, por fim, em “LS 7” foi caracterizado todas as
células germinativas e agora pode ser definido como epitélio seminifero, de uma forma semelhante ao
que ¢é encontrado em cavalos adultos.

Fonte: Heninger,2004.

Entretanto, a interagdo entre as células de Leydig e o epitélio seminifero também sao
desconhecidas para os garanhdes (Amann, 2011), mas em outras espécies, 0s gonocitos devem
ser expostos a acdo do FSH para ter estimulagcdo androgénica para se diferenciar em células de
Sertoli e serem capazes de passar pela espermatogénese (Amann, 2011).

Um estudo dosou as concentracdes dos hormodnios coletando sangue da jugular de 10

cavalos [Figura 10] e mostraram que a estimulagdo de androgenos sdo fornecidas pelo meio
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intratesticular na idade de 1 ano e 4 meses, enquanto a capacidade de ejaculacdo contendo

espermatozoides acontecem, em média, na idade 1 ano e 6 meses (Amann, 2011).

Figura 10 - Concentracao de LH e Testosterona
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Fonte: Adaptado de Amann, 2011

Em um estudo cujo objetivo foi a comparacao dos parametros histoldgicos de jumentos
(Equus asinus) localizados na Argélia, pais no Norte da Africa, ao longo das estacdes do ano e
também em animais de diferentes idades [Figura 11], foi observado que, em animais muito
jovens, o lumen estava vazio e os tibulos seminiferos apresentavam algumas células
germinativas. Por outro lado, em animais mais velhos, foi observado um maior didmetro
tubular, com maior espessura de células germinativas e o limen repleto de espermatozoides

(Aissanou e Ayad, 2022).
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Figura 11: Estrutura do parénquima testicular em jumentos jovens (A), adultos (B) e

idosos(C)

Legenda: Em jumentos jovens (A) observou-se o tubulo seminifero com poucas células
germinativas ¢ um limen sem presenca de espermatozoides, j& em jumentos adultos (B) o
tubulo seminifero esta repleto de células germinativas, com uma espessura maior € o limen esta
repleto de espermatozoide, por fim, em jumentos idosos (C) a mesma observacao foi vista em

comparardo aos jumentos adultos, porém com uma maior concentragao de células.

Fonte: Aissanou e Ayad, 2022.

2.4 Principais patologias que acometem os testiculos de equinos

As principais patologias que acometem os testiculos dos garanhdes sao,
respectivamente, criptorquidismo, degeneracdo testicular e neoplasias testiculares

(Nascimento, 2021).

2.4.1 Criptorquidismo

Se trata da auséncia de um ou ambos testiculos na bolsa testicular, essa patologia se da
devido a nao migragao do testiculo da cavidade abdominal para a bolsa escrotal (Nascimento,
2021) que tem relacdo direta com o aumento de gonadotrofinas (Arighi, 2007).

Diferente dos demais animais domésticos, nos equinos ¢ esperado que ocorra a descida dos

testiculos para o escroto no periodo de 30 dias antes do nascimento ou 10 dias apos o parto
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(Amman,1981), fazem parte desse processo trés estruturas anatdomicas: processo vaginal,
gubernaculo e canal inguinal (Arighi, 2011).

O processo vaginal se trata de uma invaginagcdo na regido inguinal, ela sai da parede
abdominal pelo canal inguinal e passa para o escroto. O gubernaculo ajuda a passagem dos
testiculos do processo vaginal para o escroto (Arighi, 2011). Apds 5 meses de gestagdo o
gubernaculo se alarga e forga a passagem do testiculo por ele e no 8° més de gestagao a abertura
do gubernaculo diminui (Sisson, 1975).

Foi relatado uma incidéncia alta de criptorquidismo em cavalos da raca Quarto de Milha,
entretanto, caso tenha apenas um testiculo retido (criptorquidismo unilateral) eles sdo férteis,
desde que a espermatogénese acontega normalmente no testiculo localizado na bolsa testicular
(Leipold, 1986).

Histologicamente, os didmetros dos tibulos seminiferos foram significativamente maiores
nos testiculos escrotais do que nos testiculos retidos (Samper, 2007), enquanto a analise das
células espermatogénicas dos testiculos retidos foram estatisticamente maiores nos testiculos

escrotais (Samper, 2007).

2.4.2 Degeneragao testicular

Contribui para diminuicdo da fertilidade nos animais (Nascimento, 2021), nos
garanhdes a principal causa de degeneracdo testicular (DT) € apos algum trauma testicular
(degeneracdo testicular traumatica) ou ainda devido a envelhecimento do garanhdo
(degeneragdo testicular idiopatica- DTI), entretanto, o tratamento da Giltima precisa ser estudada
(Turner, 2019).

No ejaculado de garanhdes com degeneragao testicular, observam-se alteragdes sutis no
nimero de espermatozoides, aumento da quantidade de células espermaticas imaturas e
alteragdes endocrinologicas detectadas por meio de analises sanguineas coletadas da veia
jugular. Além disso, verifica-se maior frequéncia de defeitos morfologicos nos
espermatozoides, associada a concentragdes elevadas de FSH e LH e niveis reduzidos de
estradiol (Turner, 2007).

Em estudo no qual a degeneracdo testicular foi induzida por hipertermia escrotal,
utilizando uma bolsa térmica acoplada a um secador elétrico, observou-se, por meio de bidpsias
testiculares, significativa perda estrutural nos tibulos seminiferos em comparagdo ao grupo
controle (Silva, 2017). As andlises histopatologicas revelaram diminuicdo acentuada da

espermatogénese, auséncia de espermatozoides na luz tubular, desorganizacao acentuada da
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arquitetura dos tubulos, adelgagamento da parede, presenca de vactiolos moderados e edema de

intensidade moderada (Silva, 2017).

2.4.3 Neoplasias testiculares

As neoplasias mais frequentes sdo nas células de Sertoli (Sertolioma), células de Leydig
(leydigocitoma) e células seminais (seminoma), sendo os cavalos criptorquidas aqueles com

maior predisposi¢ao a esses tumores (Nascimento, 2021).

2.5 Células tronco mesenquimais alogénicas

A terapia celular com células-tronco mesenquimais (CTMs) ¢ considerada uma das areas
mais promissoras da medicina regenerativa, sendo utilizada em diversos ensaios clinicos em
humanos (Murphy et al., 2013; Pittenger et al., 2019) e animais (Cequier et al., 2021; Malard;
Brunel, 2021). Na area reprodutiva de grandes animais houve um interesse crescente no uso das
CTMs na pesquisa de avaliagdes clinicas que envolvem processos inflamatorios e degenerativos
de ovarios e utero, tanto em bovinos como equinos (Falomo et al., 2015; Pieri et al., 2019).

As CTMs alogénicas caracterizam-se por ser uma populacdo de células multipotentes
produzidas a partir de varios tecidos organicos, como por exemplo tecido adiposo (Gimble et
al., 2007). As CTMs expressam muitas moléculas bioativas como as moléculas de adesdo, as
proteinas de matriz extracelular, as citocinas e os receptores para fatores de crescimento, per-
mitindo interagdes com demais células. Essas moléculas atuam modulando a resposta inflama-
toria, estimulando a angiogénese e mitose das células envolvidas no processo de reparagao te-
cidual (Caplan, 2009).

O efeito terapéutico das CTMs no tratamento de afec¢des reprodutivas € atribuido a sua
capacidade de produzir fatores de crescimento e outras quimiocinas mediadoras e reguladoras
da inflamagdo e do recrutamento de leucocitos (Murphy et al., 2013). As CTMs possuem
diversos efeitos indiretos nos tecidos lesados que contribuem para a sua recuperagiao e
regeneracao melhorando o fluxo sanguineo e estimulando a mitose de células de regeneragao
(Karp; Teo, 2009).

Vérios experimentos foram conduzidos para avaliar o efeito das CTMs alogénicas na
recuperacdo de lesdes de ovarios de vacas doadoras de odcitos (Malard et al., 2020;) e do
endométrio de éguas (Falamo et al., 2015; Navarrete et al., 2020; Tongu et al., 2021) com

resultados promissores.
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Dessa forma, a literatura evidencia a necessidade de avancgos relevantes sobre a histologia
do testiculo equino de animais saudaveis, a respeito das principais patologias que comprometem
a fertilidade desses animais, em especial a degeneracdo testicular apresenta avangos em seus
estudos. Além disso, observa-se que as células-tronco mesenquimais tém se mostrado uma
alternativa promissora no tratamento de afec¢des reprodutivas por sua capacidade regenerativa
e imunomoduladora. No entanto, ainda h& poucos estudos quanto ao uso dessas células no
parénquima testicular de animais ,em especial de equinos, principalmente em relagao a
seguranca da aplicagdo e aos efeitos sobre a maturacao testicular. Nesse contexto, o presente
estudo busca contribuir para a elucidagdo desse tema, avaliando os efeitos histopatologicos da
aplicagdo de células-tronco mesenquimais alogénicas no testiculo equino, oferecendo subsidios

para futuras aplicacdes clinicas na reproducgao animal.

3 METODOLOGIA

3.1 Animais

A amostra do presente estudo consistiu em 18 testiculos de nove equinos, com faixa etaria
de 3 a 7 anos, ortundos de procedimentos de orquiectomia em propriedades rurais da regiao

de Uberlandia sem raga definida.

3.2 Aplicacio de CTMs nos testiculos

Primeiramente, foi feita a identificagdo e levantamento de dados de cada animal com as
informagdes: idade, raga, escore de condi¢do corporal, palpagdo dos testiculos, avaliagdo
ultrassonografica para descartar qualquer afeccdo ja pré-existente. Em seguida foram realizadas
as aplicagoes de CTMs onde aplicou-se 3 x 10¢ células Tronco Mesenquimais suspensas em 3
mL de DPBS (Dulbecco's Phosphate-Buffered Saline) no testiculo direito, utilizando uma
agulha hipodérmica BD® 25 x 0,6 mm. O procedimento foi executado na regido medial da
curvatura testicular, entre a cabeca e a cauda do epididimo, apds aplicagdo topica de pomada
anestésica a base de lidocaina e realizagdo da antissepsia prévia. O testiculo esquerdo foi
considerado como grupo controle, recebendo apenas avaliagdo e manipulagdo sem aplicacao de
substancias. Em dois animais, realizou-se aplicacdo de 3 mL DPBS no testiculo esquerdo,
compondo o grupo sham.e ap6és 20 a 40 dias, das aplicagdes, os animais foram submetidos a

orquiectomia, e seus respectivos testiculos (Figura 12) foram cortados transversalmente (para
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ruptura da tinica albuginea e penetracao dos fixadores), coletados e armazenados durante 24h
em formol Salino 10%. Apds 24h, eles foram transferidos para potes contendo Alcool 70% até
o dia da clivagem. A realizacdo do trabalho seguiu o esquema demonstrado a seguir (Figura
13).

O experimento foi aprovado pela Comissio de Etica na Utilizagdo de Animais (CEUA) da

Universidade Federal de Uberlandia sob o protocolo de numero 23117.018883/2023-05.

Figura 12: Aplica¢do de CTMs no testiculo direito

Fonte: Arquivo pessoal

Figura 13: Esbogo das acdes realizadas neste estudo.
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3.3 Fragmentacao dos cortes histologicos

Para a fragmentagdo, utilizaram-se 42 cassetes, uma pinga anatdmica ¢ laminas proprias
para a realizagdo dos cortes de tecidos, que foram analisados quanto as suas caracteristicas
histopatologicas. No terco médio final de cada testiculo, realizou-se um corte vertical de
aproximadamente 2 mm e, em seguida, outro corte, de modo que o tamanho ficou ideal para o
cassete. Identificou-se cada cassete com as trés primeiras letras do nome do animal e, ao lado,

a letra “D” ou “E” fazendo referéncia ao antimero do testiculo.

3.4 Preparacio das laminas histopatologicas

No Laboratério de Técnicas Histologicas realizou-se o preparo e corte das laminas.
Primeiramente, realizou-se a inclusdo do tecido, com os cassetes contendo tecidos do
parénquima testicular, que passaram por uma série de processamentos, nesta ordem:

1. Alcool 85% por 30 minutos;

Alcool 95% por 30 minutos;
Alcool absoluto 1 por 1 hora;
Alcool absoluto 2 por 1 hora;
Alcool absoluto 3 por 1 hora;
Xilol 1 por 1 hora;
Xilol 2 por 1 hora;

Parafina 1 por 30 minutos;

© *® N kWD

Parafina 2 por 1 hora.

No dia seguinte, com o tecido ja incluido na parafina, efetuaram-se cortes no microétomo e,
assim, foram confeccionadas 1 lamina de cada testiculo, corado com Hematoxilina Eosina
(HE). Posteriormente, realizou-se a retirada das parafinas das laminas, mergulhando-as por um
intervalo de tempo, o primeiro grupo que recebeu a coloracdo HE seguiu o seguinte protocolo:

1. Xilol III por 15 minutos;
Xilol I por 15 minutos;
Xilol I por 15 minutos;
Alcool absoluto III por 1 minuto;

Alcool absoluto II por 1 minuto;

A

Alcool absoluto I por 1 minuto;
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7. Alcool 95% por 1 minuto;
8. Alcool 85% por 1 minuto;
9. Alcool 75% por 1 minuto.
Apos a retirada da parafina das laminas, realizou-se a coloragdo das mesmas, da forma que
elas foram “mergulhadas” em:
1. Corante Hematoxilina de Harry por 4 minutos;
2. Enxéague em torneira semiaberta por 10 minutos;
3. Eosina amarelada por 30 segundos;
4. Enxdgue em torneira semiaberta por 10 minutos.
Depois de coradas, foi colado laminula com a Goma de Damar e as laminas
foram colocadas na estufa para secarem, apds a secagem o parénquima testicular esta

apto para a analise.
3.5 Analise das laminas

Para a avaliacdo da seguranca do uso de Células Tronco Mesenquimais no parénquima
testicular de equinos, foi analisado as seguintes caracteristicas: area do tibulo seminifero, altura
do epitélio e quantidade de vasos sanguineos (Figura 14). Essa andlise foi feita por meio do
programa IMAJE J para analisar medidas como: area do tiibulo seminifero, quantidade de vasos
sanguineos, altura do epitélio seminifero. A medida desses pardmetros foi realizada por meio
de pixels convertidos para micrometros, onde 740 pixels equivalem a 50 micrometros (Fonzar,

2010)
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Figura 14: Analises histopatologicas das caracteristicas: area do tibulo seminifero, altura do

epitélio seminifero realizadas nas laminas do testiculo equino

Legenda: Fotos retiradas de 1dminas de um testiculo tratado com CTMs, (A) visdo geral do testiculo;
(B) medi¢ao de areas dos tibulos seminiferos; (C) medida de area da altura do epitélio do tubtlo
semifero e por fim, (D) contagem de quantidade de vasos sanguineos.

Fonte: Propria Autoria

3.6 Analise Estatistica

Os dados foram avaliados quanto a normalidade dos residuos pelo teste de Shapiro-
Wilk. Quando a normalidade do teste foi significativa (P < 0.05) os dados foram transformados
e reavaliados, ou submetidos a analise nao paramétrica. As diferencas entre tratamentos foram
obtidas por meio do teste de Tukey (paramétrica) ou Kruskal-Wallis (ndo-paramétrica). Todas
as andlises foram realizadas pelo software R. A probabilidade de P <0.05 foi considerada como
diferenca significativa. Os dados foram apresentados como média + desvio padrao (D.P.) e

mediana.
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4 RESULTADOS

As variaveis histologicas analisadas demonstraram respostas distintas entre os grupos
avaliados. A area dos tubulos seminiferos juntamente com a altura do epitélio seminifero
(Tabela 1) foi analisada por meio do teste de Kruskal-Wallis, uma vez que ndo atenderam as

pressuposi¢cdes de normalidade e homogeneidade das variancias.

Tabela 1- Média (+ desvio padrdo) e mediana das variaveis histologicas testiculares de equinos:
area do tubulo seminifero (um?) e altura do epitélio seminifero (um), analisadas por testes nao

paramétricos (Kruskal-Wallis), conforme atendimento as pressuposigoes estatisticas.

Variavel Controle Tratado DPBS
histologica Média Mediana Média Mediana Média Mediana
(xDP) (xDP) (£DP)
Area do
Tubulo 0,129043 0,126% 0,114567  0,101° 0,10419 0,099¢
Seminifero (0,037689) (0,043919) (0,043919)
(nm?)
Altura do
Epitélio 0,008493 0,008° 0,011863  0,009* 0,009703 0,007°
seminifero (0,003232) (0,007823) (0,00755)
(um?)

Legenda:As letras ( #-°-° ) distintas indicam diferenga estatisticamente significativa entre os
grupos, enquanto as letras(®) iguais indicam que nio houve diferenga estatistica com base na
mediana pelo teste Kruskal-Wallis . O grupo CTM apresentou mediana significativamente

superior ao controle e ao grupo PBS, os quais nao diferiram entre si.

Os dados da area dos tiibulos seminiferos apresentaram diferengas estatisticamente
significativa entre os tratamentos. A mediana foi maior no grupo controle (0,126 mm), seguida
pelos grupos CTM (0,101 mm) e PBS (0,099 mm, com todos os grupos diferindo
estatisticamente entre si (p < 0,001).

Ao avaliar os resultados obtidos na altura do epitélio seminifero observou-se diferenca
estatisticamente significativa entre os grupos (p < 0,001), sendo a mediana mais elevada no
grupo CTM (0,009 mm), enquanto os grupos controle (0,008 mm) e DPBS (0,007 mm)

apresentaram valores inferiores e ndo diferiram entre si. Esse achado sugere que o tratamento
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com células-tronco mesenquimais pode estar associado a um estimulo na atividade epitelial,
possivelmente relacionado a maturacao testicular (Figura 15).

Figura 15: Altura de epitélio seminifero nos diferentes grupos experimentais
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Legenda: Representagdo da altura do epitélio seminifero nos diferentes grupos experimentais. (A) Grupo
CTM, evidenciando epitélio mais espesso; (B) Grupo Sham, com epitélio reduzido. As setas amarelas
indicam a altura do epitélio seminifero, varidvel que apresentou diferenca estatisticamente significativa
entre os grupos.

Fonte: Propria autoria
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Em relagdo a quantidade de vasos sanguineos (Tabela 2), os resultados ndo indicaram
diferenga estatisticamente significativa entre os grupos (p = 0,920), embora variagdes
numéricas tenham sido observadas. Portanto, nao ¢ possivel afirmar que houve influéncia da

CTM ou do PBS sobre a vascularizagao testicular no presente estudo.

Tabela 2 — Médias (+ desvio padrao) da varidvel histologica quantidade de vasos sanguineos
(um?) analisadas por testes paramétricos (ANOVA) conforme atendimento as pressuposigdes

estatisticas.

Variavel Controle Tratado DPBS
histoldgica

Quantidadede 13,333 (£9,291573)® 10,5 (+5,07116)® 13 (0)®
vasos sanguineos
(nm?)

Legenda: As letras iguais (®) indicam auséncia de diferenca significativa pela analise da ANOVA

(Analise de Variancia)

5 DISCUSSAO

A histopatologia do parénquima testicular ¢ ferramenta essencial para diagnosticar
possiveis alteragdes que comprometam a fertilidade dos equinos. Contudo, a literatura ainda
apresenta lacunas quanto a caracterizagdo histoldgica dos testiculos em cavalos jovens e

saudaveis.

Os resultados obtidos neste estudo foram comparados com dados da literatura,
possibilitando a andlise critica das caracteristicas histologicas observadas em relagdo as
previamente descritas. A comparagdo entre os grupos revelou achados relevantes: auséncia de
reacoes adversas nos animais tratados, evidenciada também pela ndo manifestacao dos sinais
cardinais da inflamagao (calor, rubor, tumor, dor e perda de fun¢do); aumento significativo da
altura do epitélio seminifero no grupo tratado; e diferencas estatisticas na area dos tiibulos
seminiferos entre todos os grupos.

Aissanou e Ayad (2022) em estudo com jumentos, observou que células germinativas no
intersticio aumentam com a idade, achado compativel com os resultados obtidos em cavalos

entre 3 e 7 anos neste trabalho.
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Um diferencial deste estudo foi a aplicag¢do de células-tronco mesenquimais (CTMs) alogénicas
diretamente no parénquima testicular, estratégia ainda pouco explorada em equinos. As CTMs
apresentam reconhecida capacidade de modular respostas inflamatoérias, estimular angiogénese
e favorecer processos de regeneracao tecidual (Karp; Teo, 2009).

No presente trabalho, a aplicacdo mostrou-se segura, sem evidéncias de degeneracgao testicular,
como aumento da temperatura escrotal, febre, edema ou hipoplasia testicular, corroborando
achados de seguranca descritos na literatura (Turner, 2007). Além disso, os resultados sugerem
possivel efeito benéfico sobre a maturagao testicular. Embora o grupo tratado tenha apresentado
area dos tubulos seminiferos reduzida em comparacdo aos controles, tal achado pode refletir
um estagio inicial de remodelagdo tecidual, ndo necessariamente associado a perda funcional,
mas possivelmente relacionado a mecanismos adaptativos induzidos pela terapia celular.

Contrariando expectativas tedricas (Caplan, 2009; Karp ; Teo, 2009), a analise do nlimero
de vasos sanguineos ndo demonstrou efeito angiogénico entre 20 e 40 dias pds-aplicacao,
sugerindo que a resposta vascular pode demandar mais tempo ou métodos mais sensiveis para
sua deteccao.

Em sintese, os resultados indicam que a aplicacdo de CTMs constitui uma possibilidade
terapéutica para afeccdes testiculares, como a degeneragdo testicular idiopatica ou traumatica.
Futuros estudos devem contemplar periodos mais longos de acompanhamento, avaliagdao
funcional da espermatogénese e analise de parametros hormonais para elucidar o impacto da

terapia na fertilidade de garanhdes.

6 CONCLUSAO

A aplicacdo intra-testicular de células-tronco mesenquimais (CTMs) alogénicas, derivadas de
tecido adiposo, demonstrou seguranca em equinos jovens, ndo sendo observadas reagdes
adversas clinicas ou histoldgicas no periodo avaliado. O tratamento com CTMs promoveu um
aumento significativo na altura do epitélio seminifero, o que sugere um efeito positivo na
maturacao testicular. Considerando a importancia da reprodugdo equina, futuras pesquisas
devem abordar avaliacdes funcionais da espermatogénese, andlise hormonal detalhada e testes
de fertilidade para validar a aplicabilidade clinica dessa terapia celular na recuperacdo da fungao

testicula
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