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Impacto potencial desta pesquisa
Impacto Cientifico: O presente estudo traz contribui¢des cientificas relevantes ao propor um
método para obtencao de matriz extracelular testicular descelularizada (dtECM) de peixe. A matriz
obtida apresenta potencial para ser utilizada em culturas 3D de espermatogonias tronco de peixes
em condigdes in vitro, além de servir como base para bioimpressdo testicular. Além disso, os
esferoides testiculares 3D desenvolvidos em Astyanax lacustris representam uma alternativa aos
métodos convencionais de cultura celular e um modelo promissor para pesquisas em reprodu¢ao
animal, permitindo avangos no conhecimento da espermatogénese, avaliagdo da fertilidade e

estudos de toxicologia reprodutiva.

Impacto social e econémico: Os protocolos desenvolvidos neste estudo podem ser aperfeigoados
para permitir a formacao de esferoides/organoides testiculares funcionais, capazes de reproduzir a
espermatogénese in vitro. Esses avancos podem ter aplicagdes promissoras em estudos de
toxicidade reprodutiva, permitindo o monitoramento de efeitos de poluentes aquaticos sobre a
fertilidade de peixes, assim como na aquicultura e na conservacdo ambiental, possibilitando a
producdo de espermatozoides in vitro de espécies que apresentam maturacao reprodutiva tardia e
de espécies ameacadas de extingdo. Como resultado, a producdo de espermatozoides in vitro de
espécies de interesse econdmico também pode contribuir para a intensificagdo da producao

aquicola, aumentando a oferta de pescado e tornando-o mais acessivel.

Potential impact of this research
Scientific Impact: This study provides significant scientific contributions by developing a novel
method for obtaining decellularized testicular extracellular matrix (dtECM) from fish, with
potential applications for in vitro culture of male germ cells. The obtained matrix shows promise
for use in 3D cultures as a scaffold to support the proliferation and differentiation of
spermatogonial stem cells in fish under in vitro conditions, while also serving as a foundation for
testicular bioprinting. Furthermore, the 3D testicular spheroids developed in Astyanax lacustris
represent an alternative to conventional cell culture methods and a promising model for animal
reproduction research, enabling advances in understanding spermatogenesis, fertility assessment,

and reproductive toxicology studies.

Social and Economic Impact: The protocols developed in this study may be refined to generate

functional testicular spheroids/organoids capable of reproducing spermatogenesis in vitro. These
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advances could lead to promising applications in reproductive toxicity studies, allowing
monitoring of aquatic pollutants' effects on fish fertility, as well as in aquaculture and
environmental conservation by enabling in vitro sperm production in late-maturing and
endangered species. As a result, in vitro sperm production of economically valuable species could
enhance aquaculture productivity, increasing fish supply and making it more accessible to different

segments of society.
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Resumo Geral

O primeiro capitulo desta tese teve como objetivo desenvolver um protocolo de descelularizacdo
da matriz extracelular testicular (dtECM) derivada de peixe, utilizando Astyanax lacustris como
modelo, por meio da combinagdo do detergente ionico dodecil sulfato de sodio (0,1% SDS) com
métodos de agitacao fisica. A remocao celular foi confirmada por anélises histologicas e coloracao
com 4',6-diamidino-2-fenilindol (DAPI), enquanto a preservagdo da matriz extracelular (ECM) foi
avaliada por imunofluorescéncia, microscopia eletronica de varredura (MEV), microscopia
eletronica de transmissdo (MET) e protedmica. O SDS foi eficaz na remocao das células, mantendo
proteinas-chave da ECM, como Colageno I, Fibronectina e Laminina al. A microarquitetura
testicular, incluindo a membrana basal e os tubulos seminiferos, permaneceu preservada. A
protedmica revelou o enriquecimento de proteinas associadas a ECM e a deplecao de proteinas
relacionadas ao metabolismo celular. A dtECM manteve componentes essenciais do matrisoma,
como diversos tipos de coldgeno, fibronectina, laminina, heparam sulfato, integrinas, fatores
secretados e reguladores da ECM. Esses achados indicam que a dtECM ¢ um scaffold promissor
para aplicagdes de cultura in vitro. Desta forma, estudos futuros sao necessarios para avaliar sua
eficdcia no suporte a proliferagao e diferenciacao das células germinativas de peixes in vitro, assim
como, para padronizar a produ¢do de hidrogéis derivados de dtECM. O segundo objetivo desta
tese foi estabelecer protocolos para o desenvolvimento de esferoides testiculares 3D em A.
lacustris utilizando um sistema de agregacao celular forcada por centrifugacdo em micropogos.
Os resultados demostraram que as células germinativas se agregaram espontaneamente, formando
estruturas esferoidais, arredondadas e/ou irregulares, com diferentes didmetros. No entanto,
observou-se a completa desintegragao dos esferoides apds sete dias de cultivo. Para superar essas
limitacdes, estudos futuros devem combinar a técnica de agregagdo forgada com um sistema de
cultivo em interface ar-liquido, a fim de melhorar o suprimento de nutrientes e a troca gasosa, além
de testar formulagdes de meio de cultura otimizadas para melhorar a estabilidade dos esferoides a
longo prazo e apoiar o desenvolvimento de organoides testiculares. Essa abordagem podera
viabilizar aplicagdes biotecnoldgicas, como a producao in vitro de espermatozoides para espécies
de peixes de interesse econdmico, especialmente aquelas com ciclos prolongados de maturagao

sexual.
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Abstract

The first chapter of this thesis aimed to develop a decellularization protocol for testicular
extracellular matrix (dtECM) derived from fish, using Astyanax lacustris as a model, through the
combination of the ionic detergent sodium dodecyl sulfate (0.1% SDS) with physical agitation
methods. Cellular removal was confirmed by histological analyses and 4',6-diamidino-2-
phenylindole (DAPI) staining, while preservation of the extracellular matrix (ECM) was evaluated
by immunofluorescence, scanning electron microscopy (SEM), transmission electron microscopy
(TEM), and proteomics. SDS effectively removed the cells while preserving key ECM proteins
such as Collagen I, Fibronectin, and Laminin al. The testicular microarchitecture, including the
basement membrane and seminiferous tubules, remained preserved. Proteomic analysis revealed
enrichment of ECM-associated proteins and depletion of proteins related to cellular metabolism.
The dtECM retained essential matrisome components, including various types of collagen,
fibronectin, laminin, heparan sulfate, integrins, secreted factors, and ECM regulators. These
findings indicate that dtECM is a promising scaffold for in vitro culture applications. Therefore,
future studies are needed to evaluate its effectiveness in supporting the proliferation and
differentiation of germ cells from fish in vitro, as well as to standardize the production of hydrogels
derived from dtECM. The second objective of this thesis was to establish protocols for the
development of 3D testicular spheroids in A. lacustris using a forced cell aggregation system by
centrifugation in microwells. The results showed that germ cells spontaneously aggregated,
forming spheroidal, rounded, and/or irregular structures with varying diameters. However,
complete disintegration of the spheroids was observed after seven days of culture. To overcome
these limitations, future studies should combine the forced aggregation technique with an air-liquid
interface culture system to improve nutrient supply and gas exchange, as well as test optimized
culture medium formulations to enhance long-term spheroid stability and support testicular
organoid development. This approach could enable biotechnological applications such as the in
vitro production of spermatozoa for fish species of economic interest, especially those with

prolonged sexual maturation cycles.
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1. Introduciao Geral
1.1 Espermatogénese em peixes e dinimica da matriz extracelular

A espermatogénese, ¢ um processo biologico altamente regulado iniciado pelas células
tronco espermatogoniais, que podem se autorrenovar ou se diferenciar para produzir
espermatozoides (Grier et al., 1980; Hess & Franga, 2008; Nobrega et al., 2009; Schulz et al.,
2010).

Em peixes, a espermatogénese ocorre no interior de estruturas denominadas
espermatocistos ou cistos, sendo, por isso, caracterizada como espermatogénese cistica (Grier,
1993; Pudney, 1993; 1995; Schulz et al., 2010; Siqueira-Silva et al., 2012) (Figura 1). Esses cistos
se formam quando uma espermatogonia tronco ¢ completamente envolta pelos prolongamentos
das células de Sertoli. Assim, as células Sertoli suportam um unico tipo de célula germinativa por
vez ao longo de todo o processo (Nobrega et al., 2009; Schulz et al., 2010). Essa organizacao unica
reflete adaptacdes evolutivas especificas a fisiologia reprodutiva dos teledsteos, com implicagdes
diretas na regulacdo da espermatogénese e no microambiente espermatogonial (Schulz et al.,

2010).
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Figura 1. Espermatogénese cistica em peixes. A imagem ilustra cistos contendo espermatogonias tronco
completamente envoltas por prolongamentos das células de Sertoli, e tibulos seminiferos circundados por
membrana basal, camada de células peritubulares e pelo compartimento intersticial. SE: células de Sertoli;
BL: lamina basal; MY: células peritubulares midides, LE: células de Leydig, SG: espematogonia; SC:
espermatdcito; Aund*: espermatogonia do tipo A indiferenciada*; Aund: espermatogdnia do tipo A
indiferenciada; Adiff: espermatogdnia do tipo A diferenciada; B early-late: espermatogénia do tipo B; L/Z:
espermatocitos primarios em leptdteno/zigdteno P: paquiteno; D/MI: dipldteno/metafase 1 S/MIL:
espermatocitos secundarios/metafase II El: espermatides iniciais; E2: intermediarias e E3: finais; SZ:

espermatozoides e BV: vaso sanguineo. Retirado de Schulz e colaboradores (2010).

Adicionalmente, estas estruturas tubulares sao envoltas por uma membrana basal e camada
de células peritubulares (Bellve e Zheng, 1989; Nobrega et al., 2009; Leal et al., 2009; Schulz et
al., 2010). O compartimento intersticial constitui de um tecido conjuntivo formado por
fibroblastos, células produtoras de hormonios sexuais esteroides (células de Leydig) e vasos
sanguineos (de Rooij, 2009). Os hormdnios sexuais atuam como reguladores criticos do processo
espermatogénico, promovendo a diferenciagdo celular, sustentando a progressdo das células
germinativas e mantendo a homeostase testicular através de mecanismos paracrinos (Hedger &
Kretser, 2000; Ge et al., 2009; Zirkin & Papadopoulos, 2018; de Castro Assis et al., 2018; Nobrega
& Lareyre, 2024).

Paralelamente, a matriz extracelular (MEC), constituinte da membrana basal e do espago
intersticial, ¢ composta por elementos estruturais, fatores de crescimento e citocinas que atuam
simultaneamente para fornecer suporte estrutural, fonte de sinais bioativos e interface dindmica
para interagdes célula-matriz, modulando assim diversos aspectos da espermatogénese. A
integracdo entre os componentes celulares e matriciais cria um nicho altamente regulado que
orquestra o desenvolvimento das células germinativas por meio de interagdes mecanicas e
bioquimicas (Mouw et al., 2014; Hacker et al., 2005; Schaefer, 2010; Padhi & Nain, 2020; Siu &
Cheng, 2004; Cheng et al., 2010; Li et al., 2021; Tosti et al., 2016; Bu et al., 2022).

Em maiores detalhes, a MEC ¢ uma estrutura tridimensional composta por proteinas
fibrosas, polissacarideos e proteoglicanos, que fornece suporte natural as células (Figura 2)
(Agmon e Christman, 2016). Além de promover o contato célula-célula, a MEC facilita a adesdo
e migracdo celular e regula a distribuicao e acdo dos fatores de crescimento (Kleinman et al., 1986;
Oguzkurt et al., 2007; Santana e Quagio-Grassiotto, 2014; Baert et al., 2015; Poole and Mostaco-
Guidolin, 2021; Hammond et al., 2011). Seus principais componentes incluem as proteinas

fibrosas como colageno e elastina, que conferem resisténcia mecanica, glicoproteinas adesivas
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como, laminina e fibronectina, fundamentais para a adesdo celular e os proteoglicanos, que sao
responsaveis por formar géis hidrofilicos que auxiliam na sinaliza¢do celular (Hohenester and
Engel,2002; Swinehart and Badylak,2016; Poole and Mostago-Guidolin, 2021).

Outros elementos, como as integrinas, metaloproteases, citocinas e fatores de crescimento,
também interagem com a MEC e desempenham um papel importante na manutencdo da
homeostase celular (Siu et al., 2003; Bosman and Stamenkovic, 2003; Schwarzbauer e DeSimone,
2011; Kim et al., 2011; Karamanos et al., 2021). As integrinas por exemplo, sdo receptores
celulares capazes de mediar a comunicagdo entre o citoesqueleto e as proteinas da MEC, enquanto
as metaloproteases atuam no remodelamento da matriz (Kim et al., 2011; Karamanos et al., 2021;
Stamenkovic, 2003). Os fatores de crescimento, por sua vez, como o fibroblast growth factor
basico (bFGF), epidermal growth factor (EGF), vascular endothelial growth
factors (VEGFs), transforming growth factor beta (TGF-B), glial cell line-derived neurotrophic
factor (GDNF), Wingless-related  integration site  proteins (Wnts), bone  morphogenetic
proteins (BMPs) e fibroblast growth factors (FGFs), desempenham papéis essenciais para regular
a adesdo, proliferacdo e diferenciacdo celular (Bellve e Zheng, 1989; Burgess, 1989; Siu and
Cheng, 2004; Baciani et al., 2010; Hynes e Naba, 2012; Kim et al., 2011). Além disso, proteinas
da matriz extracelular, como fibronectina, laminina e glicosaminoglicanos (GAGs), especialmente
os sulfatos de heparan, t€ém a capacidade de se ligar especificamente a uma variedade de fatores
de crescimento, como VEGF, EGFs e platelet-derived growth factor (PDGF) (Hynes e Naba, 2012;
Wijelath et al., 2006; Lin et al., 2010; Ishihara et al., 2018). Nesse sentido, essas interagdes sao

fundamentais para a sinalizagdo celular e a manutencdo do microambiente tecidual.
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Figura 2. Estruturas nano e subnanométricas da pele de mamiferos como modelos exemplares de interagao
célula-MEC e alguns dos principais componentes da MEC. (A) Estrutura da pele de mamiferos. (B) O
colageno tipo IV ¢ o principal componente estrutural da lamina basal da pele. Ele forma uma rede junto
com a fibronectina e a laminina. (C) A derme € composta por coladgeno tipo I e substincia fundamental
(glicoproteinas multiadesivas, glicosaminoglicanos e proteoglicanos), que formam uma estrutura fibrilar
tridimensional para a adesao celular. (D) Fibronectina nas conformagdes aberta e dobrada. Retirado de
Pfisterer et al., 2021; Drain et al., 2020; Ni et al., 2014; Zhao et al., 2023.

Mais especificamente, nos testiculos, os componentes da MEC, como fibronectina e
laminina, sdo produzidos pelas células peritubulares midides e células de Sertoli, respectivamente,

enquanto proteoglicanos e colagenos tipo I e IV sdo secretados por ambas (Tung et al., 1984a;
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Tung et al., 1984b; Rossi et al., 2002; De Castro Assis, 2011; Skinner et al., 1985; Santana e
Quagio-Grassiotto, 2014). A fibronectina facilita a adesdo das células de Sertoli a membrana basal,
e o colageno IV ¢ essencial para a formagdo dos corddes testiculares em camundongos (Van e
Hofman, 1999). Além disso, o colageno e a laminina regulam as jungdes entre as células de Sertoli,
permitindo a migragdo das células germinativas da lamina basal para o lumen dos tubulos
seminiferos de roedores (Hadley et al., 1990; Chui et al., 2011). Adicionalmente, as
espermatogonias tronco (SSCs), localizadas nos tibulos seminiferos, possuem uma regulagao
complexa envolvendo sinais endocrinos, autdcrinos e paracrinos, além de interagdes celulares, que
garantem sua proliferacdo, sobrevivéncia e diferenciagdo (Nobrega et al., 2009; Leal et al., 2009;
Schulz et al., 2010; Nobrega & Lareyre, 2024). Desta maneira, essas células também dependem
de fatores de crescimento, como o fator neurotrdfico derivado de células gliais (GDNF), secretado
pelas células de Sertoli, fator de crescimento de fibroblastos basico (bFGF) e do fator de
crescimento epidérmico (EGF), os quais sdo caracterizados por serem componentes intrinsecos da
MEC (Bellve and Zheng, 1989; Hofmann, 2008; Ab¢ et al., 2008; Murdock et al., 2019; Doretto
et al., 2022).

Adicionalmente, ao longo do ciclo reprodutivo em peixes, a MEC sofre um intenso
remodelamento, assegurando a organizacao e intera¢dao adequada das células testiculares (Santana
et al., 2014; Lopes et al., 2004). Essa plasticidade evidencia a funcdo da MEC ndo apenas como
arcabougo estrutural, mas também como mediadora critica de processos como adesdo, migracao,
proliferacdo e diferenciagdo celular (Li et al., 2020; Lin et al., 2021; Mouw et al., 2014). Neste
contexto, dada a relevancia da espermatogénese, ¢ essencial investigar os fatores que regulam a
manutengdo das espermatogonias tronco e sua atividade nos testiculos.

Embora os cultivos celulares em monocamada (2D) tenham sido ferramentas valiosas para
estudos celulares nas ultimas décadas (Choi et al., 2010; Duval et al., 2010; Kolind et al., 2012),
sua capacidade de reproduzir fielmente o microambiente fisiolégico ¢ limitada. Esses sistemas
simplificados ndo conseguem recapitular a arquitetura tridimensional, as interacdes célula-matriz
e os gradientes de sinalizagao presentes nos tecidos nativos, fatores cruciais para o comportamento
celular adequado. Estudos demonstram que essa falta de complexidade compromete especialmente
a proliferagdo e diferenciacdo de células germinativas in vitro (Figallo et al., 2007; Caron et al.,
2012; Thalainen et al., 2015; Wang et al., 2010), evidenciando a necessidade da aplicagdo de outros
modelos de cultura que apresentem uma maior complexidade estrutural e bioquimica. Nesse
contexto, sistemas de cultura tridimensionais (3D) surgem como alternativas promissoras para

reproduzir com maior fidelidade os aspectos do microambiente testicular, favorecendo estudos
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