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Resumo 1

1. RESUMO

O presente trabalho avaliou a ontogénese das células germinativas de camundongos
sob a visdo da microscopia de luz de alta resolugcdo, que utiliza fixacdo por perfuséo
intravascular com glutaraldeido, pos-fixagdo em ésmio-reduzido, inclusdo em resina araldite
e cortes semifinos corados com azul de toluidina-borato. Foram utilizados camundongos
C57BL6 (n=3-4) das idadesde 1 a 7, 9, 11, 13, 15, 17, 20, 28, 37 e 70 dias post partum. Em
cada uma destas idades avaliou-se a morfologia, a cronologia, o sincronismo, a cinética, o
balanco mitose/apoptose e o nimero absoluto de cada tipo espermatogonial por testiculo.
Ao nascimento, estdo presentes nos testiculos as células de Sertoli imaturas e 0s gondcitos.
Durante os dois primeiros dias de vida os gondcitos ndo se dividem e no terceiro se dividem
para formar as espermatogbnias Aj,q. Nos 4° e 5° dias de idades podem ser observadas
todas as espermatogébnias do tipo A, enquanto nos 6° e 7° dias todas as células da linhagem
espermatogonial estdo presentes. Aos nove dias de idade, observa-se a presenca de
espermatocitos primarios, e verifica-se que o epitélio seminifero ja apresenta associacdes
celulares semelhantes aquelas observadas nos individuos adultos, caracterizando o
sincronismo do ciclo do epitélio seminifero. Também aos nove dias constata-se que o
namero de espermatogdnias A,y por testiculo é semelhante ao encontrado nos animais
adultos. Aos 13 dias pode-se observar a formag¢do do limen dos tubulos seminiferos,
enquanto aos 37 dias ocorre a puberdade, com o aparecimento dos primeiros
espermatozdides. O balango entre aceleragdes abruptas e periodos de quiescéncia da fase
espermatogonial, associado com o equilibrio entre mitoses e apoptoses, mostram que, em
camundongos pré-puberes, h& reducdo da duragdo da primeira onda do processo
espermatogénico. Finalmente, calcula-se que camundongos adultos possuam 1,49 milhdes
de espermatogbnias por testiculo, sendo 13,4% (0,2 milhdes) de espermatogdnias A

indiferenciadas e 36,2% (0,54 milhdes) de espermatotgdnias A diferenciadas.
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2. INTRODUCAO E OBJETIVOS

Estudos desenvolvidos até o momento, utilizando processamentos convencionais,
caracterizaram parcialmente, em cortes histologicos, as diferentes linhagens de
espermatogbnias de camundongos (Oakberg, 1971; Huckins & Oakberg, 1978; revisto em
De Rooij & Russell, 2000). No entanto, os métodos utilizados ndo possibilitaram visualizar
detalhes citoldgicos que permitissem a identificagdo, com seguranga, dos diferentes tipos de
espermatogonias A diferenciadas (A1, Az, Az, As) entre si e em relacao as espermatogonias
do tipo A indiferenciadas (Ais, Apr, Aal). Trabalhos recentes utilizando a microscopia de luz de
alta resolucdo puderam caracterizar morfologicamente, em camundongos (Chiarini-Garcia &
Russell, 2001) e ratos (Chiarini-Garcia et al., 2003) adultos, as espermatogbnias A
diferenciadas. Esta metodologia também permitiu o desenvolvimento de estudos envolvendo
a cinética e a distribuicdo em nichos dos diferentes tipos espermatogoniais de animais
adultos em condi¢bes normais (Chiarini-Garcia et al., 2001 e 2003) ou sob condi¢bes
patolégicas (Russell et al., 2002; Alves-Freitas et al., 2007; Bolden-Tiller et al., 2007;
Rezende et al., 2007; Zallio et al., 2007). No entanto, nenhum destes trabalhos conseguiu
estudar a fundo caracteristicas que permitissem identificar as células-tronco
espermatogoniais (Ais).

Estas células-tronco possuem grande importancia, uma vez que Sao responsaveis
pela propriedade de auto-renovagdo e pela manutengdo da producdo esperméatica de um
individuo adulto, saudavel. A precisa identificagédo, o entendimento de como séo formadas e
a possibilidade de se isolar estas células seriam um grande avango para o desenvolvimento
de estudos funcionais que tivessem como objetivo obter respostas para questbes
relacionadas ao melhoramento zootécnico e a infertilidade humana.

Apesar de varios trabalhos ja terem descrito a ontogénese e caracterizado as células
germinativas em animais jovens, nenhum deles foi conclusivo em relagdo a como as células
mais indiferenciadas dos animais jovens dariam origem as espermatogbnias-tronco de um

animal adulto. Estudos das fases peri-natal e pré-pubere poderiam contribuir para a melhor
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compreensdo dos eventos ocorridos com as espermatogoénias, durante o desenvolvimento
dos testiculos.

Além disso, dados sobre a morfologia, a cronologia e a cinética espermatogoniais de
animais normais, desde o nascimento até a fase adulta (idade na qual o individuo alcanca, e
mantém, o 4pice do seu rendimento espermatogénico), poderiam ser utilizados para a
comparacdo em estudos futuros. Estes dados serviriam de controle para situacfes
experimentais ou patoldgicas, que envolvam alteracdes das células da linhagem
espermatogonial, durante a ontogénese testicular.

Sendo assim, o objetivo do presente trabalho foi o de descrever o desenvolvimento
das células espermatogoniais de camundongos, desde o nascimento até a idade adulta,
através de estudos morfologicos e cinéticos de cada um dos tipos de espermatogbnias,

utilizando como ferramenta a microscopia de luz de alta resolucéo.

Objetivo Geral

Descrever a morfologia e avaliar parametros morfométricos das espermatégonias de

camundongos normais, desde o nascimento até a idade adulta.

Objetivos Especificos

Os objetivos especificos foram os seguintes:

¢ Descrever a morfologia das células germinativas dos testiculos de camundongos,
desde o nascimento até a fase adulta, com énfase para as células da linhagem
espermatogonial;

o Determinar a cronologia e o sincronismo das células germinativas, durante o
processo ontogenético;

e Estudar a cinética dos diferentes tipos espermatogoniais, em cada uma das
idades selecionadas, calculando o nimero absoluto de cada uma destas células
por testiculo;

e Avaliar qual o melhor periodo, durante a fase pré-pubere, para se obter 0 maximo
de espermatogdnias-tronco;

e Determinar o didmetro nuclear das espermatog6nias durante o desenvolvimento
e calcular a razdo entre os volumes célula / nucleo;

e Determinar o0 niumero de mitoses e apoptoses espermatogoniais, durante o

desenvolvimento testicular.
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3. REVISAO DE LITERATURA

3.1. Ontogénese das células germinativas

O desenvolvimento das génadas inicia-se com o espessamento do mesotélio
situado na superficie ventro-medial do mesonefro. A proliferacado desse epitélio e do
mesénquima subjacente produz uma saliéncia que é denominada crista genital. Logo apds a
formagao das cristas, as células germinativas primordiais (CGPs) e as células somaticas
(precursoras das células de Sertoli e Leydig) migram para essa regidao a fim de iniciar a
formacao dos testiculos (Moore & Persaud, 2004).

As CGPs sdo assim denominadas, pois sao as células embrionarias que darao
origem as células germinativas (espermatogdnias e oogénias). Por possuirem uma alta
afinidade por marcagao através de fosfatase alcalina (Wilhelm et al.,2007), a origem dessas
células pode ser facilmente tragada. Suas células precursoras podem ser visualizadas no
epiblasto, na porcao final posterior da crista primitiva, proximas ao mesoderma extra-
embrionario, aos 7 dias p.c. (post coitum) em camundongos (Ginsburg et al.,1990).

Em embrides normais, as células precursoras de células germinativas vao migrar
desta regido para dentro do embrido, utilizando o alantéide como via migratéria. Depois de
serem coletadas na base do alantdide, evento esse que ocorre em torno do dia 7,5 p.c. em
camundongos (Chiquoine, 1954), as CGPs migram para o saco vitelinico adjacente. Nesse
periodo, elas se separam em duas populagbes que irdo migrar separadamente, para as
cristas genitais do lado esquerdo e do lado direito.

As CGPs entdo movem-se do saco vitelinico para o intestino primitivo recém formado
e, através do mesentério dorsal, se direcionam para dentro das cristas genitais. Enquanto
estdo migrando, as células proliferam aumentando seu niumero de aproximadamente 100,
no 7° dia post coitum (p.c.) (Ginsburg et al., 1990) para cerca de 10.000 em cada génada
(Tam & Snow, 1981). Em camundongos, a maioria das CGPs alcangcam as gbnadas em

desenvolvimento em torno do 11° p.c.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=PubMed&dopt=Citation&list_uids=2133553
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As células de Sertoli se originam a partir de células somaticas que revestem o
celoma e migram para as cristas genitais. A célula de Sertoli € o primeiro tipo celular
somatico a se diferenciar na gbnada primitiva, ocorrendo em torno de 11,5 dias p.c. em
camundongos (Sapsford, 1962).

Ao chegarem nas cristas genitais, as CGPs s&o envolvidas pelas células de Sertoli,
ocorrendo a formagao dos corddes seminiferos. Os corddes recém formados sao
rapidamente circundados por uma lamina basal, processo este que leva menos de 24 horas
no feto de ratos. Ao mesmo tempo, células mesenquimais se achatam e se associam
intimamente a porcdo basal das células de Sertoli, delimitando nitidamente os cordées
seminiferos (Orth, 1993). Com a formacdo destes corddes, as CGPs se tornam células
mitoticamente quiescentes e passam a ser denominadas de gondcitos (Huckins & Clermont,
1968; revisdo em Donovan & De Miguel, 2005).

Durante o periodo fetal, os gondcitos proliferam, e no final desse periodo,
estacionam na fase Gy do ciclo celular. Em camundongos, acredita-se que os gondcitos
proliferam até os 16 dias p.c. (Vergouwen et al., 1991), ja em ratos esse periodo se estende
até os 18 dias p.c. (Huckins & Clermont, 1968).

Logo apds o nascimento, os gondcitos retomam sua proliferagdo (Vergouwen et al.,
1991; Kluin & De Rooij, 1981). Nagano et al. (2000) observaram que, em camundongos, 0s
primeiros gondcitos em divisdo podem ser detectados no dia 1,5 p.p. (post partum). Alguns
desses gondcitos estdo posicionados na membrana basal, aos 18,5 dias p.c., e outros sao
encontrados no centro dos corddes. Assim, eles sugeriram que a proliferagdo dos gondcitos
nao estaria correlacionada com o seu posicionamento, e que esses eventos seriam
regulados por mecanismos diferentes. Huckins & Clermont (1968) também verificaram que a
maior parte dos gondcitos se divide no centro dos corddes seminiferos, ou préximo a ele. No
entanto, ocasionalmente grandes figuras de mitose foram detectadas na periferia, e eles
acreditaram que seriam estas as células que dariam origem ao que eles e outros autores
chamaram de pré-espermatogénias (Sapsford, 1962; Huckins & Clermont, 1968).

A degeneracdo de gondcitos foi relatada por muitos autores como um importante
fator no inicio da formacao testicular pés-natal. Huckins & Clermont (1968) estipularam que,
em ratos, aproximadamente 72% de gondcitos neonatais degeneram nos primeiros dias post
partum (p.p.). Ainda em ratos, Roosen-Runge & Leik (1968) estimaram que
aproximadamente um terco dos gondécitos seriam perdidos durante os dias 1 a 4 p.p. Essa
degeneracao continua até os dias 7 € 8 p.p. (Clermont & Perey, 1957; Sapsford, 1962).

A transi¢cdo de gondcitos para espermatogdnias ainda nao foi bem definida. Alguns
autores acreditam que os gondcitos inicialmente se dividem em um tipo de pré-
espermatoglOnia que, em seguida, sofre divisdo e da origem as espermatogénias-tronco dos

animais adultos (Huckins & Clermont, 1968; Novi & Saba, 1968). No entanto outros autores
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demonstraram que os gondécitos podem dar origem diretamente as espermatogénias-tronco
(Kluin & De Rooij, 1981).

Depois de formadas, as espermatogénias-tronco seguem o seu destino que é o de
se auto-renovarem ou seguirem o0 processo meidtico para a diferenciagdo em
espermatozodide, processo esse que ocorre desde a puberdade seguindo por toda a vida de
um macho adulto sadio.

Portanto, o processo espermatogénico se inicia com a divisdo das espermatogdnias-
tronco e culmina com a formagao dos espermatozodides, evento que ocorre na puberdade.
Isto significa que o inicio dos ciclos espermatogénicos € muito variavel entre as diferentes
espécies de mamiferos. Por exemplo, enquanto camundongos e ratos entram na
puberdade com aproximadamente 37 e 50 dias, respectivamente, o homem demora de 12 a

13 anos.

3.2. Fase espermatogonial e espermatogdnia-tronco

A espermatogénese se inicia com a divisdo e diferenciagcdo da espermatogdnia-
tronco e, em camundongos e ratos, animais ja bastante estudados, as espermatogénias-
filhas passam por uma série de aproximadamente 9 a 11 divisbes mitéticas antes de se
diferenciarem em espermatoécitos. Estes, por sua vez, sofrem divisao meidtica para formar
as espermatides. Desta forma, a partir de apenas uma espermatogdOnia-tronco pode-se
formar, teoricamente, até 4096 espermatozdides (Russell at al., 1990). Nos animais
sexualmente maduros, as espermatogbnias podem ser classificadas em dois grupos:
espermatoglnias indiferenciadas (imaturas) e diferenciadas (maduras) (De Rooij, 1998; de
Rooij & GrooteGoed, 1998; De Rooij & Russell, 2000). No primeiro grupo encontram-se as
espermatogbnias A isoladas (Aisolada; Ais) que, pelos conhecimentos atuais sao as
espermatogdnias-tronco, as espermatogbnias A pareadas (Aparcadas Apr) © as
espermatogénias A alinhadas (Aaiinhada, Aal). NO segundo grupo estdo presentes as
espermatogonias do tipo A diferenciadas (As-A4), intermediarias (In) e espermatogdnias do
tipo B (B). O numero de geracdes de espermatogbnias diferenciadas varia nas diversas
espécies de mamiferos. Entretanto, este nimero geralmente nao ultrapassa seis geragbes
(Russell et al., 1990; De Rooij & Grootegoed, 1998).

E dificil a caracterizagdo morfolégica das espermatogdnias A. Embora vérias
investigacdes (Clermont & Bustos-Obregon, 1968; Oakberg, 1971; Huckins & Oakberg,
1978) tenham procurado caracterizar as espermatogdnias do tipo A, principalmente aquelas
do tipo A-A4, mostrando que as mesmas possuem particularidades, as ilustracbes destes
tipos celulares sédo de baixa resolucéo, ndo permitindo a diferenciacido com precisao destas

espermatogOnias. No entanto, estudos recentes em camundongos (Chiarini-Garcia &



Revisdo de Literatura 7

Russell, 2001), ratos (Chiarini-Garcia et al., 2003), hamsters (Nascimento et al., 2007, Figura
1) e jumentos (Chiarini-Garcia et al., 2007) demonstraram ser possivel morfologicamente
caracterizar, com relativa segurancga, os varios tipos de espermatogénias A, através do uso
da técnica de microscopia de luz de alta resolugdo. Provavelmente, isto s6 foi possivel
devido a alta qualidade de fixagdo e inclusdo dos testiculos, aliado ainda a pequena
espessura (1 pm) das seccgbes histologicas (Chiarini-Garcia & Meistrich, 2007). A
capacidade de diferenciar morfologicamente estas células sob microscopia de luz tem
permitido o estudo funcional das espermatogbnias destas espécies em diversas condigcbes
fisiologicas (Chiarini-Garcia et al., 2001 e 2003; Alves-Freitas et al., 2007; Chiarini-Garcia et
al., 2007) e experimentais (Russell et al., 2002; Avelar, 2004; Bolden-Tiller et al., 2007;
Nascimento et al., 2007).

B

\
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FIGURA 1. Detalhes morfolégicos, sob microscopia de luz de alta resolugdo, dos nucleos das diferentes
geracdes de espermatogodnias de golden hamsters. Aung, €spermatogdnias do tipo A indiferenciadas; A1, Az e As,
espermatogébnias do tipo A diferenciadas; In, espermatogbnias intermediarias; B, espermatogbnias do tipo B.
(Nascimento et al., 2007).

Também através de microscopia de luz de alta resolugcdo, Dettin et al., 2003,
realizaram um estudo, em camundongos de 6 dias de idade, onde descreveram a existéncia
de trés subtipos de espermatogdnias que eles acreditam ser do tipo A indiferenciadas. Os
autores chamaram estas células de espermatogbnias escuras, espermatogbnias
transicionais e espermatogbdnias palidas, estabelecendo uma relagdo entre a
espermatogénese de roedores jovens e a espermatogénese em primatas (Clermont, 1963)
que, conhecidamente, apresentam dois tipos de espermatogbnias A (Acscura € Aclara) ©

espermatogénias B.
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3.3. Cinética espermatogonial — nUumero, mitose e apoptose

Com a finalidade de permitir o compartilhamento de substancias importantes entre
células de um clone e o desenvolvimento sincronico, as células germinativas originadas de
uma espermatogdnia isolada (A;) estdo conectadas umas as outras através de regides de
citoplasma denominadas pontes intercelulares (Russell et al., 1990; De Rooij & Grootegoed,
1998). O esquema a seguir (Figura 2) ilustra a possivel constituicdo de diferentes clones de
espermatogbnias no camundongo desde a espermatogdnia A isolada (As) até a ultima

geracao de espermatogdnia, do tipo B (De Rooij & Russell, 2000; De Rooij, 2001).

{)

Ais > Apr > Aa| (Aa|_4, > Aa|-8 > Aal-16) = A1 | 2 A2 > A3 > A4 » In> B

Figura 2. Divisdes mitéticas (cabecas-de-seta preta) de cada um dos diferentes tipos espermatogénias da fase
proliferativa ou espermatogonial de camundongos. Sdo aproximadamente 9 divisbes que vao formar, a partir de
uma A, em torno de 1024 espermatogébnias do tipo B. As espermatogbnias Ais sdo as células-tronco do
processo espermatogénico e, desta forma, tém a capacidade de se auto-renovarem (seta curva). Entre as A, e
A1 (seta clara) ndo ocorre divisdo e sim diferenciacéo celular.

O uso dos estadios do ciclo do epitélio seminifero (CES) é de grande valia para o
estudo da cinética das ceélulas germinativas, inclusive das espermatogbnias, pois permite
investigar dentro de espacgos pré-determinados a dindmica, progressao e expansao destas
células em um determinado tempo. Em camundongos, por exemplo, (Figura 3; De Rooij,
1998), as divisdes de Ais-A, ocorrem em qualquer estadio do CES enquanto na formacao de
A1 ndo ocorre divisao mitética e sim diferenciagdo celular das espermatogédnias do tipo Ay
para A, em estadio especifico do ciclo espermatogénico. Uma vez que as espermatogbnias
do tipo A, tenham sido formadas, as divisdes subseqlientes das mesmas sao sincronizadas,
ocorrendo em estadios especificos do CES (Figura 3). Por exemplo, as espermatogbnias A,
dividem-se para formar A, no estadio IX, estas por sua vez formam as espermatogénias As
no estadio XI, sendo finalmente as espermatogdnias A, formadas no estadio | do proximo
ciclo. Estas ultimas se dividem em espermatogénias intermediarias (In) nos estadios Il-Ill,
dando origem as espermatogénias do tipo B no estadio IV (Figura 3, De Rooij, 1998).

No passado, os diferentes tipos de espermatogbnias de camundongos n&o eram
facilmente caracterizados morfologicamente, tampouco existiam marcadores especificos
para estas células. No entanto, sabendo que os diferentes tipos de espermatogbnias A
estavam presentes em estadios especificos, as mesmas podiam ser identificadas de forma
indireta. Por exemplo, numa secgao transversal de tubulo seminifero de camundongos no
estadio Xll podem ser observadas as espermatogdnias do tipo Ais A, Aa (presentes em
todos os estadios, embora em numero pequeno) e as espermatogénias do tipo A; (Figura 3),

Hoje, com o uso de microscopia de luz de alta resolugéo, é possivel identificar as células
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independentes dos estadios onde nao existe espermatogénese completa (animais pré-
puberes) ou onde os estadios do CES algumas vezes nao podem ser identificados, como
por exemplo, em animais mutantes (Alves-Freitas et al., 2007; Bolden-Tiller et al., 2007;
Rezende et al., 2007; Zallio et al., 2007).

| I 1] v v Vi VIl Vi IX X Xl Xl Estadio epitelial
13 14 | 14 | 15 15 | 15 16 1- Espermatides
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1 12 | Espermatides
ple|p|e|p|p|p|p|Pp|p | [PVt e

Meidtica Espermatdcitos
prelL -

prel | preL L L z Zz P Espermatdcitos

A2 A3 Espermatogénias
/ T IAT1-m A2-m Diferenciadas

A-al | A-al | A-al | A-al | A-al | A-al | A-al | (A-al)|(A-al) | (A-al) | (A-al}| (A-al)

L i

A-pr | A-pr | A-pr| A-pr | A-pr | A-pr | A-pr | A-pr | A-pr | A-pr | A-pr | A-pr Esp,?rmat(?génias
= Indiferenciadas

hlh|h S | e

Ais | Ais | Ais | Ais | Ais | Ais | Ais | Ais | Ais | Ais | Ais | Ais

Figura 3. Associagbes celulares durante os Xll estadios do CES de camundongos. As espermatogonias Aisoladas
(Ais), Apareadas (Apr) € Aalinhadas (Aal) S80 aquelas consideradas indiferenciadas, que estdo presentes em todos os
estadios do ciclo e que se dividem entre os estadios X e lll (setas entre as células). As espermatogbnias do tipo
A diferenciadas (A1, A2, Az e As) estédo presentes e se dividem (m, mitose) em estadios especificos do ciclo. Os
espermatocitos formados vao passar pelas fases da préfase meiotica (prel, preleptoteno; L, leptéteno; Z,
zigoteno; P, paquiteno; D, dipléteno) e pelas 16 etapas de diferenciagao das espermatides (nimeros arabicos).
Os tipos celulares presentes na mesma coluna sao sempre encontrados juntos e constituem um estadio do ciclo
(modificado de De Rooij, 1998).

A producgao espermatica de uma determinada espécie depende de varios fatores. A
producdo diaria de espermatozoides é o resultado de um balanco entre produgao clonal de
espermatogonias (mitoses) e espermatides (meiose) em relacdo as mortes celulares por
apoptoses. Desta forma, para que a produgcdo espermatica seja a esperada para uma
determinada espécie, é necessario um balanco fisiologicamente controlado entre producao e
morte celulares, conhecido como controle da regulagdo dependente da densidade
espermatogonial (De Rooij & Janseen, 1987; De Rooij & Lok, 1987). Este controle é
coordenado por genes da familia Bcl-2 onde, dentre eles, o gene Bax é conhecidamente
pré-apoptdético enquanto o Bcl-x. é anti-apoptético. De fato, em camundongos transgénicos
com auséncia do gene Bax (Bax-knockout), as espermatogbnias diferenciadas dos tipos A,
e A; nao sofrem apoptose, quando deveriam, levando a uma superpopulacido destes tipos
espermatogoniais. Essa superpopulagdo no epitélio seminifero vai levar a uma morte
celular, independente de Bax, massiva das células germinativas e, conseqlientemente, a

uma expressiva atrofia testicular (Russell et al., 2002).
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Animais

No presente trabalho foram utilizados camundongos da linhagem C57BL6 (B6), nas
idades de 1, 2, 3, 4,5, 6,7,9, 11, 13, 15, 17, 20, 28, 37 e 70 dias post partum (p.p.), sendo
o dia do nascimento considerado como dia 1.

Os animais de 1 a 15 dias e 28 dias p.p. foram fornecidos pelo Centro de Bioterismo
(CEBIO) da UFMG, enquanto os animais de 17, 20, 37 e 70 dias p.p. procederam do
Jackson Laboratory (Bar Harbor, ME, USA).

Os animais procedentes dos Estados Unidos pertenciam a outro experimento
realizado em nosso laboratério e foram re-utilizados a fim de completarem o0s grupos
estabelecidos. Os testiculos destes animais foram coletados entre os meses de janeiro e
marco de 2000, no Laboratory of Structural Biology da Southern lllinois University,
Carbondale, IL, USA.

Dos animais foram obtidos os seguintes dados biométricos: o peso corporal (PC),
medidas de comprimento corporal (Snout-Rump Lenght, SRL) e peso dos testiculos (Tabela
1); exceto nos animais de 17, 20, 37 e 70 dias dos quais néo foram obtidos SRL.

A medida SRL é realizada com o animal deitado em decubito ventral sobre uma
régua, medindo-se desde o ponto onde a ponta do focinho faz uma projecéo perpendicular
na régua até a raiz da cauda do animal.

Este projeto foi aprovado (protocolo n° 072/05) pelo Comité de Etica em

Experimentac&do Animal (CETEA) da Universidade Federal de Minas Gerais.
4.2. Coleta e Fixacado dos Testiculos
Os camundongos de 1 a 15 dias p.p. foram anestesiados com Tiopental

(pentobarbital sédico) na proporcdo de 30 mg/kg de peso corporal, via intraperitoneal. Em

seguida, os testiculos destes animais foram retirados e fixados, por imersdo, em
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glutaraldeido (EMS, Hatfield, PA — biological grade, cat. #16520) a 5% em tampéo
cacodilato 0,05M, pH 7,3. Utilizou-se a fixacao por imersdo devido aos tamanhos corporal e
cardiaco dos animais, que ndo comportavam o procedimento de perfuséo intravascular.
Apo6s 30 minutos de fixacdo, a tunica albuginea foi retirada para que ocorresse
melhor penetracdo do fixador no tecido. O material foi fixado, no mesmo fixador, por um
periodo adicional de 24 horas. Apés este periodo de fixacdo, os testiculos foram pesados,
recortados, colocados em tampao cacodilato 0,05M e armazenados em geladeira a 4°C, até

0 momento da incluséo.

Tabela 1 - Dados biométricos dos animais utilizados no trabalho. (PC, peso corporal; SRL, snout-
rump leght; TD, peso do testiculo direito; TE, peso do testiculo esquerdo). Valores expressos em
média * erro padrdo. n, expressa o0 numero de animais utilizados em cada idade.

Idade n PC (9) SRL (mm) TD (mg) TE (mg)
1 4 1,35+0,10 31+0,91 0,58 + 0,06 0,53 +0,04
2 4 1,43 +£0,03 31+0,67 0,64 £ 0,07 0,60 £ 0,04
3 4 1,87 £ 0,16 34+1,30 0,87+0,11 0,83+0,14
4 4 2,48 £ 0,04 36 +0,85 1,28+ 0,14 1,37 £0,10
5 4 2,47 +£0,13 37+£0,43 1,42 + 0,07 1,35+ 0,07
6 4 3,62 +0,22 40+1,11 1,98 +0,18 2,00+£0,14
7 4 3,51+0,14 43+ 0,75 2,28 £ 0,08 2,10+0,14
9 4 5,43 +0,21 48 + 0,91 3,73+0,08 3,50+0,24
11 3 5,52 + 0,09 50 + 0,50 4,42 +0,18 4,36 +0,13
13 4 8,13+0,22 58 + 0,91 8,00 £ 0,76 8,48 +1,04
15 3 7,66 £ 0,53 59 + 1,44 7,38 £0,82 7,20 +£0,94
17 4 5,04 £ 0,04 9,96 + 0,22 10,88 + 0,47
20 4 7,73+0,36 14,15+ 0,38 13,68 + 0,57
28 4 17,09 £ 1,29 80 + 2,29 48,80 + 1,90 47,50 + 2,06
37 4 20,24 £ 0,35 68,20 £ 2,31 71,40 £ 3,23
70 4 27,83+ 0,52 105,50 + 1,85 103,00 + 2,04

Os animais de 17, 20, 28, 37 e 70 dias, por sua vez, foram fixados por perfusdo
intravascular. Aproximadamente 15 minutos antes do procedimento de perfuséo
intravascular, injetou-se, pela via intra-peritoneal, heparina (Liqguemine Roche) na dosagem
de 125 Ul/kg de peso corporal. Apdés a anestesia, por meio de injecao intraperitoneal de
pentobarbital sédico (30 mg/kg peso corporal), procedeu-se a abertura da cavidade toracica
com o objetivo de expor o coracdo. Um cateter (20G - 1,1mm) foi introduzido no ventriculo
esquerdo e o leito vascular lavado com solugdo salina 0,9%, a uma pressdo de
aproximadamente 80 mmHg. Apos a retirada do sangue com solucdo salina, que durou
entre 5 a 10 minutos, iniciou-se o procedimento de fixacdo através da perfusdo com
glutaraldeido a 5% em tamp&ao cacodilato 0,05M (pH 7,3). Ap6s um periodo de perfuséao de
aproximadamente 25 minutos, os testiculos foram retirados, pesados e recortados em
pequenos fragmentos de 1 a 2 mm de espessura. Estes fragmentos foram re-fixados por
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imersdo no mesmo fixador por mais 12 a 24 horas, a 4° C. Este procedimento baseou-se em
método ja descrito por Sprando (1990) e Chiarini-Garcia & Meistrich (2007).

Apesar de terem sido utilizados métodos diferentes de fixacao dos tecidos (imerséo e
perfusdo), ndo foram observadas diferencas morfolégicas, decorrentes da metodologia de

fixacdo, entre as células estudadas.

4.3. Processamento histolégico dos testiculos

Os fragmentos de testiculo armazenados foram submetidos a fixacdo secundaria em
tetroxido de 6smio (EMS, Hatfield, PA — cat. #19110) reduzido (tetroxido de ésmio a 1% em
ferrocianeto de potassio a 1,5%) por 90 minutos, e em seguida desidratados em
concentracdes crescentes de alcool (35°, 50°, 70°, 85° 2 x 95° e 3 x 100°) e em acetona.
ApOs a desidratacdo, os fragmentos foram incluidos em resina Araldite 502 (EMS, Hatfield,
PA —cat. #13900), segundo formula de Luft, técnica utilizada rotineiramente no Laboratorio
de Biologia Estrutural e Reproducéo (Laber) — ICB/UFMG.

Os tecidos incluidos em blocos foram seccionados, com o uso de navalhas de vidro,
em cortes histolégicos na espessura de 1um, utilizando micrétomo rotativo Reichert Jung
(mod. 1140/autocut). As seccdes histoldgicas obtidas foram coradas com azul de toluidina-
borato de sodio a 1%, montadas com Entellan (Merck), e analisadas em microscopio de luz
Olympus BX-41.

4.4. Andlise morfoldgica

Quanto a analise morfolégica dos testiculos durante o desenvolvimento, os principais
pontos avaliados foram: (1) os tipos de células germinativas mais avancadas presentes em
cada uma das idades estudadas e (2) se as associacdes celulares rigidas do CES,
encontradas nos animais adultos, estariam presentes em diferentes idades desde o
nascimento.

A partir destes estudos foi construida uma tabela na qual estdo representados, de
forma semi-quantitativa, todos os tipos de células germinativas encontrados nos animais de
cada idade avaliada. Neste sentido, os tipos celulares foram quantificados da seguinte
forma: ausentes (-), presentes em pequena quantidade (+), em quantidade intermediaria
(++) e em grande quantidade (+++).

Também foi estudado, nos animais mais jovens, se as espermatogbnias se
assemelham morfologicamente ou ndo a classificagéo utilizada para espermatogonias em
camundongos adultos (Chiarini-Garcia & Russell, 2001). No caso de algumas células que

nao se pareciam com aquelas dos animais adultos, foi feito um estudo morfolégico e/ou
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morfométrico destas células com o objetivo de diferencia-las entre si. Estas células
germinativas e 0s gondcitos, encontrados nos primeiros dias ap0s o nascimento, foram
analisados morfologicamente quanto a posicado no corddo/tibulo seminifero, morfologia do
citoplasma e do nucleo, quantidade e disposicdo da heterocromatina e morfologia do

nucléolo.

4.5. Analise morfométrica

Os estudos morfométricos consistiram na avaliacdo da cinética espermatogonial nas
idades de 1, 2, 3,4, 5,6, 7,9, 11, 15, 37 e 70 dias sendo que para isso foram obtidos (1) o
namero absoluto dos diferentes tipos de espermatogbnias e (2) o numero relativo de
apoptoses e mitoses espermatogoniais.

Em relacdo aos animais originados dos Estados Unidos, optou-se por ndo utilizar os
animais de 17 e 20 dias p.p. nos estudos morfométricos. Isto ocorreu pois, apesar de terem
apresentado dados importantes para o estudo de morfologia da ontogénese, estes animais
possuiam um baixo peso corporal (Tabela 1), e acredita-se (Courout et al.,1970) que o peso
corporal de um animal est4 mais relacionado com o seu amadurecimento sexual do que a
idade. J& os animais nas idades de 37 e 70 dias ndo foram eliminados dos dados
morfomeétricos, uma vez que a puberdade e a idade adulta sdo periodos bem estabelecidos

para camundongos.

4.5.1. Nomero absoluto de cada tipo espermatogonial

Para se determinar o niumero absoluto de cada tipo espermatogonial (Aing, A1, Az, As,

A4, In, B) presente nos testiculos, 0s seguintes parametros morfométricos foram obtidos:

4.5.1.1. volume do parénquima testicular - V1 (um?)

4.5.1.2. proporcao volumétrica de epitélio seminifero - Vv, (%)

4.5.1.2. volume de epitélio seminifero - Vte (um?)

4.5.1.3. proporcao volumétrica do nucleo de cada tipo espermatogonial - Vv, (%)
4.5.1.3. volume total ocupado pelos niicleos de cada tipo espermatogonial - Vt, (um®)
4.5.1.4. volume nuclear médio de cada tipo espermatogonial - Vn (um?)

4.5.1.5. nmero absoluto de cada tipo espermatogonial/testiculo - NC (10° - milh&es)

4.5.1.1. Volume do parénquima testicular - V1 (um?®)

O peso testicular (Pt) obtido durante a coleta do material corresponde ao peso do
parénquima testicular acrescido do peso da tunica albuginea (quando essa néo tiver sido
retirada). Sendo assim, o primeiro passo para se calcular o volume do parénquima testicular

consiste em subtrair o correspondente ao peso da tinica albuginea, ou seja, ~3,5% do valor
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obtido (Sinha Hikim et al., 1988). Utilizando como exemplo um animal adulto de P+ = 100mg,
0 peso do parénquima testicular desse animal seria:
100 (- 3,5%) = 96,5mg

A partir do valor do peso do parénquima testicular € necessario realizar uma série de
transformacbGes de unidades de medidas com o objetivo de se obter o volume desse
parénguima. Como o valor que temos esta expresso em miligramas (mg) e desejamos que
ele seja expresso em gramas (g), é necessario transforméa-lo multiplicando o valor por 107

O nosso exemplo ficaria: 96,5 x 103 g = 0,0965g

A partir da literatura temos que a densidade do testiculo € muito proxima de 1g/mL
(1,03 a 1,04; Sinha Hikim et al., 1988), entdo para cada grama de testiculo teremos o
volume correspondente a 10" pm®. Para o nosso exemplo o volume do parénquima
testicular seria:
V7 = 0,0965 x 10 um?

4.5.1.2. Proporcao volumétrica - Vv, (%) e volume do epitélio seminifero - Vt. (um?®)

A proporcao volumétrica do epitélio seminifero no testiculo foi estimada utilizando-se
reticulo com 441 intersec¢des (pontos) acoplado a ocular de um microscopio Olympus BX-
41. Para obtencédo desta proporcao volumétrica foram contados, com aumento final de 400X
(objetiva de 40X), os pontos coincidentes com o epitélio seminifero e aqueles presentes no
espaco intersticial e no limen. O numero de campos a ser contado foi determinado
previamente em um estudo (Tabela 2) no qual testou-se, dentre os grupos de 10, 20, e 30
campos contados, qual seria a quantidade mais representativa. Considerando nao haver
diferenca significativa entre os resultados, optou-se por contar 0 menor nimero de campos

(10 campos) por animal, escolhidos ao acaso, perfazendo-se um total de 4.410 pontos.

Tabela 2 — Contagem de diferentes nimeros de campos (10, 20 e 30) com objetivo de determinar o
namero minimo estatisticamente adequado de campos para se fazer a analise morfométrica da
proporgdo volumétrica de epitélio seminifero no testiculo. Vv, (%), porcentagem ocupada pelo epitélio
seminifero no testiculo. Valores calculados para um animal com peso testicular médio de 101,5 mg.

Numero de campos
10 20 30
Pontos totais contados 4410 8820 13230
Pontos no epitélio 3784 7427 11179
Pontos no limen 411 1393 2051
Pontos no intersticio 215 586 837
Proporcéo volumétrica de epitélio seminifero (Vve - %) 85,8 84,2 84,5
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Em seguida, foi estimado o volume do epitélio seminifero (Vte) a partir do
conhecimento do percentual ocupado pelo mesmo no volume total do testiculo (V1),
conforme a formula:

V; Vv,
°7 100

onde:  Vt. = volume do epitélio seminifero (um?®)
V7t = volume do parénquima testicular (pm3)
Vv, = proporgéo volumétrica do epitélio seminifero no testiculo (%)

Vit

4.5.1.3. Proporcao volumétrica - Vv, (%) e volume total ocupado pelos nucleos de
cada tipo espermatogonial - Vt, (Lm®)

Utilizando o mesmo reticulo de 441 pontos, em aumento final de 1000X, foram
contados aproximadamente 40 tubulos transversais para cada animal, onde foram
determinadas as proporc¢ées (Vv,) de cada tipo espermatogonial (Aing, A1, Az, Az, A, In € B)
dentro do epitélio seminifero. O volume total ocupado pelos nucleos de cada tipo celular

(Vt,) foi calculado a partir do volume do epitélio, através da seguinte formula:

Vi Vv,
" 100

onde: Vt, = Volume total ocupado pelos nticleos de cada tipo de espermatogénia (um?)
Vte = volume do epitélio seminifero (um®)
Vv, = porcentagem ocupada pelo nicleo da espermatog6nia em avaliagao (%)

Vit

Observacao: para se obter um resultado que represente o testiculo como um todo, deve-se
selecionar os 40 cortes transversais de tdbulos seminiferos no maior nimero possivel de

blocos diferentes e evitar a contagem de tubulos seminiferos vizinhos.

4.5.1.4. Volume nuclear médio de cada tipo espermatogonial - Vn (um?)

Um dos parametros necessérios para o célculo do niumero de espermatogonias € a
mensuracéo do volume nuclear de cada tipo espermatogonial, que foi calculado aplicando a

seguinte formula:

Vn:ﬂﬂR3
3

onde: Vn =volume nuclear (ums)
n=3,1416
R = raio nuclear (diametro nuclear dividido por 2)
O diametro nuclear médio representa a média das medidas dos diametros de 10
ndcleos para cada tipo celular por animal, segundo o padrdo de distribuicdo dos mesmos.

Estes diametros foram medidos com o auxilio de uma régua micrométrica Olympus,
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acoplada a uma ocular, aferida em micrometros com o auxilio de uma lamina graduada da
Leitz.

Assim como foi feito para o numero de campos a serem contados no célculo de
proporcéo tubular, 0 nimero de nucleos que deveriam ser medidos para se obter a média de
didmetros nucleares, foi determinado apds a medicdo de grupos de 10, 20 e 30 ndcleos
(Tabela 3). Verificou-se que nao existe diferenca significativa entre os resultados. Sendo
assim, novamente optou-se por medir o diametro nuclear do menor nimero de células, isto

€, 10 nucleos de cada tipo espermatogonial.

Tabela 3 — Médias dos diametros nucleares (média + erro padrdo) de 10, 20 e 30 células.

Diametro Nuclear Médio (um®)
10 20 30
Célula de Sertoli 9,90 £ 0,39 9,88 £ 0,27 9,83+£0,19
A indiferenciada 8,30 + 0,20 8,04 +0,17 7,99 +0,13
Ay 9,05 + 0,26 9,10+ 0,17 9,02 +0,15

4.5.1.5 Numero absoluto de cada tipo espermatogonial/testiculo — NC (10°)

Com os dados obtidos anteriormente, foi possivel calcular o nUmero de cada tipo
espermatogonial por testiculo, dividindo o volume total ocupado pelos nicleos de cada tipo
celular (Vt,) presente no epitélio seminifero pelo volume nuclear do mesmo tipo celular (Vn),
conforme a férmula a seguir. O niimero obtido esta expresso em milhdes (x10°).

— th
~Vn

onde: NC = numero de determinado tipo celular no testiculo (milhdes)
Vt, = volume total do mesmo tipo celular no epitélio seminifero (um3)
Vn = volume nuclear do mesmo tipo celular (ums)

NC

4.5.2. Nomero relativo de mitoses e apoptoses espermatogoniais

Os numeros de espermatogdnias em mitose e apoptose foram obtidos pela
contagem de aproximadamente 30 cortes transversais de corddes/tubulos seminiferos, nos
animais das idades estudadas. O numero relativo de mitoses e apoptoses foi calculado
como a razao entre o nimero das mesmas em relacdo ao niumero de sec¢des transversais
de corddes/tubulos seminiferos contados.

As células foram classificadas em divisdo mitética pela aparéncia morfolégica dos
seus cromossomas. O principal detalhe citolégico que diferenciou as mitoses de células

germinativas de células de Sertoli foi a intensidade de colorag&o do citoplasma (Figura 4).
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Figura 4. Mitose de célula germinativa (a,c) onde € possivel identicar citoplasma pouco
corado, em comparacdo com a mitose de célula de Sertoli (b,d) onde o citoplasma é mais
corado e de dificil diferenciagdo com os das células de Sertoli em intéfase. Barras equivalem
a 10pum.

O uso do método de microscopia de luz de alta resolu¢cdo ndo € suficiente para
identificar, com total seguranca, qual o tipo de célula estd em processo de apoptose. No
entanto, pela nossa experiéncia com este método de estudo, acreditamos ser possivel
reconhecer aproximadamente 80% dos corpos apoptéticos (Figura 5) como sendo de
espermatogbnias, considerando os seguintes detalhes citolégicos:

1. Em fases mais iniciais do processo apoptético (Figura 5a), quando o citoplasma
ainda é visualizado, pode-se observar sua forma (arredondados/espermatécitos ou
alongado/espermatogbnias) e se esta em contato com a membrana basal, que ocorre
principalmente nas espermatogénias.

2. Desde o inicio até metade do processo apoptético, o nlcleo possui caracteristicas
gue tornam possivel relativa diferencia¢do dos tipos celulares, quanto ao formato, tamanho,
granulosidade e fragmentagdo dos cromossomos (granulos mais finos nas espermatogdnias
€ grumos mais grosseiros nos espermatdécitos). Varias apoptoses juntas, dependendo do
estadio do CES, ndo correspondem a espermatogbnias; normalmente as apoptoses

espermatogoniais aparecem isoladas (Figura 5b).
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Figura 5. Apoptoses espermatogoniais em estagio inicial (a) e em estagio mais avancado,
porém isolada (b). Barras equivalem a 10pm.

Uma minoria dos corpos apoptoéticos esta no final do processo degenerativo e, nesse
caso, muitos dos detalhes citados acima ndo podem ser vistos, de modo que ndo é possivel
ter certeza sobre o tipo celular que estd morrendo. E importante ressaltar que, o

reconhecimento destes detalhes citologicos, s é possivel por examinadores bem treinados.

4.5.3. Anédlise estatistica

Os resultados numéricos obtidos neste trabalho foram digitados no programa
Microsoft Excel, que calculou as médias, desvios e erros padrées da média. Os dados
morfométricos do presente trabalho sdo expressos como meédia + erro padrdo da média
(EPM). As médias entre os grupos estudados foram comparadas através do teste Student
Newman-Keuls, enquanto a variabilidade foi analisada por meio de andlise de variancia
(ANOVA). Estes testes estatisticos foram realizados utilizando-se o programa Statistica for
Windows 4.3 (StatSoft, Inc.1993). O nivel de significAncia considerado foi de p<0,05.
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5. RESULTADOS

5.1. Descrigao Morfolégica e Cronologia das Células Germinativas

A seguir serdo descritas caracteristicas morfolégicas das células germinativas e
sométicas dos corddes e tubulos seminiferos de camundongos durante o desenvolvimento
dos testiculos, desde 0 nascimento até a idade adulta (Figuras 6-15).

Algumas idades subseqientes apresentam caracteristicas  morfolégicas
semelhantes, além de os tipos celulares encontrados serem 0os mesmos. Sendo assim, suas
descricbes morfoldgicas foram agrupadas.

Em cada uma das idades selecionadas, determinou-se também o tipo de célula
germinativa mais avancado, como pode ser observado na Tabela 4. Esta tabela além de
indicar a ocorréncia de cada tipo celular, também exibe qualitativamente a freqiéncia destas
células.

Os resultados mostram que 0s gondécitos estdo presentes nos testiculos até o 5° dia..
Entre 0 6° e 7° dias, todas as células da linhagem espermatogonial jA sdo encontradas no
testiculo embora a quantidade de espermatogdnias do tipo B seja pequena. Com 20 dias,
foram identificadas as primeiras figuras de metafase e anafase, da meiose | e 0s primeiros
espermatdcitos secundarios. J& com 37 dias, 0 processo espermatogénico estava completo,

indicando ocorréncia da puberdade nesta espécie.

5.1.1. Corddes Seminiferos

1° e 2° dias - (Figura 6)

Nos cordbes seminiferos de camundongos recém-nascidos, as células de Sertoli e
as células germinativas foram nitidamente distinguiveis entre si (Figuras 6a, b). As células
de Sertoli nesta idade apresentam nucleo pequeno e de formato irregular, podendo
apresentar invaginacdes na membrana nuclear. Geralmente possuem grumos de

heterocromatina distribuidos aleatoriamente pelo nucleoplasma e mais de um nucléolo, que
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sdo pequenos, compactos e distribuidos de forma irregular no nucleo. As células de Sertoli
estdo geralmente presentes na base dos corddes seminiferos, préximas a membrana basal,
mas algumas delas podem ser vistas em posicao central.

Dentre as células germinativas presentes ao nascimento, foram identificados os
gondcitos, que devido a alteracdes relativas as fases do ciclo celular apresentaram
diferencas morfolGgicas e, para efeito de estudo, nés dividimos o mesmo tipo celular em trés
diferentes fases: gondcitos I, gondcitos Il e pré-espermatogdnias. Os gondcitos | (Figura 6¢)
sdo células de citoplasma e nucleo arredondados. O nucleo desta célula € maior que o da
célula de Sertoli e apresenta de um a trés nucléolos, bem compactados. Encontram-se, em
sua maioria, posicionados na regido central dos corddes seminiferos. Os gondcitos Il (Figura
6d) sdo também células de citoplasma e nucleo arredondados e grandes. Diferenciam-se
dos gondcitos | principalmente por apresentarem seus nucléolos menos compactos, de
aspecto ligeiramente difuso. Alguns deles se localizam na regido central dos corddes
seminiferos, no entanto, a maioria ou aparece com prolongamentos direcionados para a
membrana basal, ou j& se encontra posicionada junto a ela. As pré-espermatogodnias (Figura
6e) sdo células de citoplasma e nucleo de formas variadas, arredondados, ovalados ou
irregulares. Elas apresentam nucleo claro, eucromatina granulosa e pequenos grumos de
heterocromatina aderidos a borda interna da membrana nuclear. As caracteristicas
morfoldgicas das pré-espermatogbnias aqui expostas sdo semelhantes aquelas descritas
por Chiarini-Garcia & Russel (2001) para espermatogbnias diferenciadas dos tipos A; e Aa.
Apesar das semelhancas entre elas, as pré-espermatogdnias sdo maiores que as células A,
e A; (ver adiante). Normalmente estas células se localizam na regido basal dos corddes
seminiferos, no entanto, algumas poucas foram localizadas na regido central dos mesmos.

Alguns gondcitos, nas trés diferentes fases (gondcitos | e Il e pré-espermatogdnias),
apresentam, préximo ao ndcleo, estrutura semelhante ao complexo de Golgi, formando
capuz que envolve vesiculas de diferentes tamanhos (Figuras 6f, g). Nestas células,
observa-se achatamento do ndcleo na regido onde esta estrutura estd justaposta. Esta
deformacédo do ndcleo € mais pronunciada em algumas destas células e menos pronunciada
em outras. Estes conjuntos estruturais assemelham-se aqueles que podem ser observados
em espermatides arredondadas, na formagé&o das vesiculas acrossémicas.

Outra particularidade foi a ocorréncia de gondcitos iniciais (do tipo ) multinucleados
(Figura 6h). Observou-se a presenca de dois até seis nucleos dentro de um mesmo
citoplasma. Alguns deles apresentam-se com morfologia de células normais enquanto

outros estéo em processo de apoptose.
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3° dia - (Figura 7)

Nesta idade, os cordBes seminiferos se apresentam mais organizados, em relagédo
as células mioides e a lamina basal, do que nos dos animais de um e dois dias. Ja podem
ser identificadas espermatog6nias semelhantes aquelas descritas em camundongos adultos.
As células de Sertoli, de aspecto imaturo, apresentam nucleo com grande variedade de
formas e tamanhos e com varios nucléolos compactos (Figura 7a).

Gonaocitos nas trés diferentes fases foram observados neste idade e mantém suas
caracteristicas iniciais quanto a morfologia celular, coloragcdo do citoplasma, nucleo e
nucléolo (Figura 7b). Também aparecem posicionados nos corddes seminiferos como nas
idades anteriores, isto é, os gondcitos | mais centralmente e os gondcitos Il e as pré-
espermatogonias preferencialmente na base dos corddes seminiferos.

As espermatogébnias indiferenciadas (Figuras 7a, c) foram identificadas pela primeira
vez aos trés dias de idade e apresentam caracteristicas semelhantes as daquelas células
classificadas como espermatogonias indiferenciadas descritas previamente em animais
adultos (Chiarini-Garcia & Russel, 2001). S&o células com ndcleo mais corado e menos
granuloso que os das células germinativas vistas nas idades de um e dois dias. Em algumas
delas foram visualizados vacuolos nucleares (Figura 7c).

Também nesta idade foram identificadas, pela primeira vez e em pequena
guantidade, espermatog6nias diferenciadas do tipo A; (Figura 7d). Elas também possuem as
mesmas caracteristicas daquelas de animais adultos, tais como células com nudcleo grande
ovalado e claro, com eucromatina homogénea, e raros e pequenos grumos de

heterocromatina aderidos a membrana nuclear.

4° e 5° dias - (Figura 8)

Nestas idades os gondcitos na fase | e Il ndo foram mais encontrados nos corddes
seminiferos. No entanto, ainda foram observados, aparentemente em menor quantidade,
aqueles mais avancados na fase de pré-espermatogbnias. As células de Sertoli continuam
apresentando caracteristicas de células imaturas, como nudcleo pequeno, com formas
variadas e membrana nuclear irregular. (Figura 8a).

Além das espermatogonias indiferenciadas (Aisoladas, Apareadas € Aalinhadas), € POSsivel
identificar nestas idades a série completa de espermatogdnias do tipo A diferenciadas (A1,
Az, As e Ay). Estas espermatogénias A diferenciadas dos tipos A, (Figura 8c), Az (Figura 8d)
e A, (Figura 8e), sdo morfologicamente semelhantes aquelas encontradas nos
camundongos adultos (Chiarini-Garcia & Russel, 2001). Ou seja, sdo células que
apresentam nucleo claro, eucromatina granulosa e pequenos grumos de heterocromatina
aderidos a borda interna da membrana nuclear. Estes grumos podem estar presentes em

diferentes quantidades, dependendo do tipo de espermatogbnia A, sendo que a
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espermatogbnia do tipo A; praticamente ndo tem grumos de heterocromatina e a
espermatogbnia do tipo A, tem de aproximadamente 30 a 70% da sua membrana nuclear
recoberta pelos grumos.

Nos animais de quatro dias de idade, pode-se comparar morfologicamente as preé-
espermatogbnias com as espermatogdnias diferenciadas dos tipos A, e Az (Figura 8a com
8c, d). Nota-se que estas células apresentam caracteristicas morfolégicas semelhantes,
apesar de possuirem tamanhos celulares e nucleares significativamente diferentes, como
sera demonstrado posteriormente.

Também aos quatro dias foi observado, pela primeira vez, um tipo de
espermatog6nia completamente diferente daqueles descritos por Chiarini-Garcia e Russell
(2001) para os animais adultos (Figura 8e). S&o células que apresentam caracteristicas
morfoldgicas semelhantes as das espermatogénias do tipo A diferenciadas A, e Az, mas que
se diferenciam delas por apresentarem um vacuolo nuclear igual ao que normalmente é

observado em células A indiferenciadas. Essas células foram encontradas até os 15 dias

p-p.

6° e 7° dias - (Figura 9)

Todos os tipos de células da linhagem espermatogonial de camundongos, desde as
espermatogonias A até as espermatogobnias do tipo B, foram encontradas juntas, e pela
primeira vez, nos testiculos de camundongos de seis dias de idade (Figura 9a-h). As
caracteristicas morfologicas das espermatogbnias do tipo A sdo semelhantes ao que ja foi
descrito para as idades de um a cinco dias p.p. As espermatogobnias dos tipos In e B sdo
semelhantes aquelas encontradas em animais adultos (Chiarini-Garcia & Russel, 2001), ou
seja, sdo células de nucleo arredondado e eucromatina fina. Os grumos de heterocromatina
também estdo presentes nestas células, sendo que, nas espermatogbnias In as bordas de
heterocromatina podem ocupar de aproximadamente 70 a 100% da membrana nuclear, e
nas espermatogbnias B os grumos de heterocromatina sdo redondos e podem ser
encontrados periodicamente ao longo da membrana nuclear.

Os animais de sete dias apresentavam os mesmos tipos celulares que os animais de
seis dias, com caracteristicas morfol6gicas semelhantes (Figura 9i, j). Parece-nos que entre
os dias seis e sete de idade ndo houve formacédo de geracdes celulares mais avancadas do

processo espermatogénico.

9° dia - (Figura 10)
Os corddes seminiferos j4 se apresentam com epitélio seminifero mais alto, com a
populagdo completa de espermatogdnias e com os primeiros espermatécitos primarios (pré-

leptotenos e leptotenos), dando inicio a fase meidtica do processo espermatogénico (Figura
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10a). Com o aparecimento dos primeiros espermatécitos, tornou-se possivel verificar o
sincronismo do CES nestas idades pré-puberes. De fato, tal como observado no animal
adulto, quando em um corte transversal de corddo seminifero foram encontrados os
leptotenos, estavam também presentes as espermatogdnias diferenciadas do tipo As.

Como os cordBes seminiferos nesta idade possuem diametro pequeno e ainda nao
estdo presentes todas as células germinativas das fases meibtica e espermiogénica, foi
comum encontrar nos corddes seminiferos clones de espermatogbnias formando fileiras de
células em diviséo (Figura 10b).

Nesta idade, o ndcleo das células de Sertoli comeca a se alongar e difere do das
espermatogbnias por possuir eucromatina mais homogénea e nucléolo arredondado, regular

e densamente corado (Figura 10c).

11°dia - (Figura 11)

As células germinativas mais avancadas observadas aos 11 dias de idade foram os
espermatacitos primarios na fase de zigéteno (Figura 11a). Associadas aos zigotenos foram
encontradas as espermatogonias diferenciadas do tipo A;. As espermatogOnias s&o
semelhantes, quanto a morfologia, aquelas das idades anteriores (Figuras 11b, c).

As células de Sertoli continuam progressivamente adquirindo formato mais alongado
(Figura 11d).

5.1.2. TUbulos Seminiferos

13° dia - (Figura 12)

Aos 13 dias de idade, os primeiros lumens comecam a ser formados e os corddes
passam a ser chamados entdo de tubulos seminiferos (Figuras 12a, b). Os nulcleos das
células de Sertoli tornam-se maiores que os das idades anteriores e adquirem formato oval.
A célula germinativa mais avancada nesta idade é o espermatdcito primario na fase de
paquiteno (Figuras 12b-d). Estes paquitenos foram vistos associados com pré-leptétenos e
espermatogbnias B, que se agrupam desta maneira nos estadios V e VI do CES dos

camundongos adultos.

15° e 17° dias - (Figura 13)

Nestas idades sdo encontradas associa¢des de células germinativas de diferentes
fases do ciclo do epitélio seminifero (Figuras 13a-d). Aos 15 dias, as células germinativas
mais avancadas sd0 0s paguitenos em associagdo com pré-leptétenos e espermatogbnias

A,. Nos adultos, esta associacdo corresponderia aos estadios VIII e IX. Aos 17 dias, as
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células mais avancadas sao o0s paquitenos associados a zigétenos (Figura 13d),
correspondendo aos estadios X e Xl do CES.
20° dia até adulto - (Figuras 14 e 15)

Aos 20 dias de idade, as células germinativas mais avangadas encontram-se na fase
de dipléteno (Figura 14a). Algumas poucas figuras de metafase e anafase da meiose | e de
espermatdcitos secundarios, foram também observadas nesta idade (Figura 14b).

Aos 28 dias, as células mais avancadas foram as espermatides alongadas que se
encontravam na fase 15 da espermiogénese e que sdo encontradas, no adulto, no estadio
IV do CES. De fato, foram encontradas nos tubulos onde estas espermatides estavam
presentes as espermatides arredondadas da fase quatro do processo espermiogénico
(Figuras 14c, d).

Aos 37 dias de idade os tlbulos seminiferos apresentam espermatogénese completa
(Figura 15a, c), apesar dos tubulos seminiferos ainda possuirem diametro visivelmente
menor que os dos animais de 70 dias (Figura 15a, b). Nestas idades, as células
germinativas do epitélio seminifero apresentam-se dispostas em XlI estadios (Figura 3), tal
como descrito por Oakberg (1956), e as espermatogdnias possuem morfologia de acordo
com o que foi descrito por Chiarini-Garcia & Russel (2001).

5.2. Diametros Nucleares e Razdes Entre Volumes Célula / Nucleo

A Figura 16 mostra os diametros médios dos nucleos de células germinativas, desde
0s gondcitos até as espermatogdnias B, em algumas das idades estudadas. Comparacfes
entre os didmetros nucleares de algumas destas células demonstram que eles séo variaveis
entre si. Os gondcitos sdo células que geralmente apresentam didmetros nucleares maiores
gque os das espermatogdnias encontradas nos camundongos adultos (Figura 16).

Em todas as idades em que estdo presentes, as espermatogbnias Ayq possuem
didmetros nucleares menores que os das diferenciadas do tipo A (A1, Az, As, As). Dentre
todos o0s tipos espermatogoniais, as espermatogbnias A, sdo aguelas que possuem 0 maior
didmetro nuclear. J4 as espermatogbnias do tipo B sdo as que possuem o menor diametro
(Figura 16).

Em se tratando de um mesmo tipo espermatogonial, constatou-se que o diametro
nuclear de algumas células altera significativamente nas diferentes idades (Tabela 5). Como
exemplo, podemos citar as espermatogonias do tipo A,. Enquanto aos 5 dias de idade o
didmetro nuclear médio destas células era de 11,31 um, aos 37 dias 0 mesmo tipo celular
passa a medir 9,26 pum (p<0,05). Em linhas gerais, constatou-se que com o0 avancar da

idade o didmetro nuclear de um mesmo tipo celular reduz gradativamente. Estas diferencas
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relacionadas com a idade sao mais evidentes nas células menos avancadas como as
espermatogbnias A indiferenciadas e diferenciadas mais iniciais, tais como as Ay, A; e As.

Com o objetivo de verificar qual a relacdo entre a reducdo do tamanho do nucleo
com o tamanho das células germinativas aqui estudadas, determinou-se os volumes da
célula e do nacleo de cada uma e, em seguida, calculou-se a razéo entre eles (Figura 17).
Os resultados obtidos mostram que, quanto mais diferenciada for a célula (espermatogénias
In e B), menor sera a razdo entre célula/nicleo, e menores serdo as diferencas entre as
razdes destas células nas diferentes idades. Estes resultados mostram ainda que, quanto
menor for a razdo, menor sera o volume do citoplasma em relagéo ao do nucleo, o que pode
ser nitidamente visualizado entre as espermatogbnias do tipo B nas diferentes idades
(Figura 17).

Quando se comparam as razbes célula/nlcleo de outros tipos celulares, como por
exemplo as espermatogobnias A, observa-se que a razdo é maior nos animais mais jovens e
menor nos animais sexualmente maduros (37 e 70 dias) (Figura 17), mostrando que nos
camundongos mais velhos o volume do citoplasma é menor que os dos animais mais

jovens, em relagdo ao nucleo.

5.3. Morfometria e Cinética Espermatogoniais

5.3.1. Nimero absoluto de espermatog6nias

A fim de se calcular o numero total de cada um dos tipos celulares estudados, por
testiculo, nas diferentes idades, foram realizadas avaliacbes morfométricas, desde os
gondcitos até as espermatogdnias do tipo B (Figuras 18 a 20).

Ao observarmos os nimeros dos gonécitos classificados como gondécitos | e Il e pré-
espermatogbnias, nas idades em que estas células estdo presentes (Figural8),
constatamos que ao nascimento e no 2° dia p.p. o0 nimero de gondcitos | e |l e pré-
espermatogbnias € praticamente o0 mesmo. Ja no 3° dia, o nimero de gondcitos | e Il reduz
abruptamente, enquanto o numero de pré-espermatogbnias aumenta e podem ser
detectadas, pela primeira vez, as espermatogénias A indiferenciadas. Apods o terceiro dia de
idade, o numero de espermatogdnias Ai,¢ aumenta rapidamente (Figura 18), os gondcitos | e
Il ndo sdo mais encontrados , e 0 numero de pré-espermatogénias diminui um pouco, até
desaparecer no 5° dia p.p. Ao somarmos 0s numeros de gonécitos | e Il e pré-
espermatogbnias (Figura 18), observamos que o numero destas trés células juntas se
mantém constante nos dois primeiros dias e comeca a cair a partir do 3° dia, até

desaparecerem apos o 4° dia de idade.
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Aos 6° e 7° dias apOs 0 nascimento, 0 nimero de espermatogonias A indiferenciadas
(Aisa Ay) por testiculo ainda é pequeno, mas do 9° dia em diante, o seu nimero foi elevado
e semelhante ao de animais adultos (Figura 20). Quanto ao numero de espermatogdnias A
diferenciadas (A; a A,), intermediarias (In) e as do tipo B, 0s seus nimeros aumentaram
gradativamente com o avancar da idade.

Quando se compara a Tabela 4 com a Figura 19, constata-se que qualitativamente
(Tabela 4) foram encontradas espermatogdnias A, nos animais de quatro e cinco dias de
idade. Mas, quando se fez a contagem percentual de pontos com a graticula de 441 pontos,
nenhum ponto coincidiu com as A4 nos animais de cinco dias, no entanto, coincidiram com
as A, de animais mais jovens, com quatro dias de idade (Figura 19). Pelos nossos
conhecimentos, ndo acreditamos que este achado tenha significado biol6gico e sim que seja
um erro amostral, uma vez que o numero de células nesta idade é pequeno e 0s campos
selecionados para se fazer a contagem de pontos foram escolhidos aleatoriamente.

Finalmente, quando analisamos os numeros de todos os tipos celulares presentes
em cada idade e o numero total de espermatogbnias presentes nos testiculos (Tabela 7),
determinamos que um animal adulto possui um total de 1,49 milhdes (10°) espermatogdnias
por testiculo (Tabela 7a). Ainda sobre o nimero de espermatogdnias (Tabela 7b), um animal
adulto possui cerca de 0,2x10° espermatogdnias A indiferenciadas (As, Ay e Ag) e 0,54x10°
espermatogdnias A diferenciadas (A, A,, As e A,), totalizando 0,74x10° de espermatogdnias
do tipo A, por testiculo.

Quando avaliamos a cinética das espermatogbnias nas diferentes idades (Figura 21),
constatamos que nos animais desde a puberdade até a idade adulta, a proliferacdo celular
segue um aumento progressivo do niumero de espermatogbnias de A; até B com controle da
densidade espermatogonial, por apoptose da espermatogbnias A, e As. No entanto, nos
animais mais jovens, a fase proliferativa ndo obedece ao mesmo padréo. Observou-se que
normalmente as espermatogdnias do tipo A diferenciadas (A; a A;) apresentam menor
indice de proliferacdo em relacdo as outras espermatogbnias diferenciadas (In e B).
Observamos que a partir dos 15 dias de idade o numero de espermatogbnias In e B
comegam a aumentar expressivamente, em relagdo ao numero de espermatogbnias A
diferenciadas (Figura 21), enquanto nos animais de sete dias, o0 numero de
espermatogonias por testiculos ainda é constantemente baixo até a Ultima geracdo

espermatogonial.
5.3.2. Namero relativo de mitoses espermatogoniais

O numero de mitoses espermatogoniais por sec¢des transversais de corddes

seminiferos ndo aumentou uniformemente durante a primeira semana apds 0 nascimento
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(Figura 22). Os valores encontrados demonstram a presenca de picos e quedas bruscas no
namero de divisbes celulares em algumas idades especificas. Como exemplo, temos
aumentos no namero de mitoses nos dias trés e seis p.p. e queda nos dias subsequentes
(dias dois e sete).

A partir dos nove dias, o numero de mitoses espermatogoniais aumentou
gradativamente até a puberdade (37 dias). Nos animais de 70 dias de idade, considerados
animais adultos, o nimero de mitoses diminuiu e manteve-se significativamente igual ao

encontrado nos animais de nove dias de idade (Figura 22).

5.3.3. Numero relativo de apoptoses espermatogoniais

O ndamero de apoptoses espermatogoniais teve a tendéncia a declinar
progressivamente desde o nascimento até a idade adulta, mas de uma maneira inconstante,
com pequenas elevagfes e declinios de seus numeros (Figura 22). O periodo no qual o
numero de apoptoses de células germinativas pré-espermatogdniais ou espermatogoniais
foi mais freqliente foi entre os dias um e trés apds o nascimento, indicando que mortes

celulares séo frequientes entre os gonaocitos.
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6. DISCUSSAO

O desenvolvimento inicial do processo espermatogénico, envolvendo os eventos que
ocorrem com 0S gondcitos e com as células deles originadas, é até hoje um assunto
bastante controverso. A polémica gira principalmente em torno da cinética dos gondcitos,
isto é, se eles dividem, como se dividem e quantas células eles poderiam formar antes de
dar origem as células-tronco espermatogoniais adultas (espermatogonias Ais). Enfim, o inicio
do processo espermatogénico ainda ndo € um evento bem compreendido.

Ao estudar as células germinativas presentes nos camundongos recém nascidos (um
dia p.p.), verificamos, jA ao nascimento, a presenca de gondcitos que podem apresentar
caracteristicas morfoldgicas diferentes, dependendo da etapa do ciclo celular em que estao.
Estas diferencas morfologicas nos levaram a separar 0s gondcitos em trés diferentes tipos
morfolégicos: gondcitos |, gondcitos 1l e pré-espermatogdnias com o objetivo de tentar
entender melhor a cinética desta célula durante o ciclo celular. Visto que coletamos apenas
animais post partum, ndo foi possivel, no presente trabalho, detectar a cinética destes trés
tipos morfolégicos no periodo pré-parto. Tem sido demonstrado que mesmo antes do
nascimento, os gondcitos de camundongos proliferam e se reposicionam nos corddes
seminiferos (Nagano et al., 2000). Os dados morfométricos obtidos no presente trabalho
durante o periodo post partum, nos sugerem que 0s gonocitos ndo se dividem ou dividem
muito pouco nos dois primeiros dias. Tem sido descrito por outros autores que no primeiro
dia de idade o numero de mitoses de gondcitos € muito pequeno, mas que aumenta
significativamente nos dias dois e trés de idade (Vergouwen et al., 1991), o que corrobora os
nossos achados.

Quando se compara a quantidade de gonocitos com morfologia de gondcitos | e 1l e
pré-espermatogbnias nos recém nascidos de um e dois dias de idade, constata-se que 0s
seus numeros por testiculo ndo sdo significativamente alterados (Figuras 18 e 19) e que as
poucas mitoses de gondcitos que foram encontradas nestas idades devem ter sido

compensadas pelas apoptoses, também presentes nestes corddes seminiferos (Figura 22).
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Em ratos, tem sido observado também que os gondcitos permanecem nao-mitoticos
por alguns dias apés o nascimento (Hilscher et al., 1974) e que neste periodo de
quiescéncia ocorre degeneracdo expressiva de gondcitos (Byskov, 1986; Desjardins &
Ewing, 1993). Huckins & Clermont (1968) demonstraram que, nestes animais, entre os dias
trés e sete apOs o0 nascimento (0s gondcitos sdo encontrados até o 8° dia nos ratos) ha
degeneracdo de aproximadamente 72% dos gondcitos presentes nos corddes seminiferos.
O fato do numero relativo de apoptoses ser maior logo ap6s o nascimento indica que elas
sdo frequentes entre 0s gondcitos. Nossos achados em relacdo as apoptoses
espermatogoniais em camundongos sao similares aos achados em ratos. Considerando que
0s gondcitos foram encontrados até o 5° dia em camundongos, detectamos nos corddes
seminiferos entre os dias um e dois desta espécie, nimero aumentado de apoptoses e logo
em seguida, nos dias trés e cinco, detectou-se de fato uma reducéo significativa do nimero
de gondcitos. Mas € importante ressaltar que a reducado do niumero de gondcitos aos cinco
dias de idade, além de estar relacionada com perda por apoptoses, pode estar também
relacionada com reducdo de seu numero por estarem dividindo e formando as
espermatogdnias A indiferenciadas.

Durante todo o processo de desenvolvimento das células germinativas, desde
0 nascimento até a idade adulta, verificamos que o numero de apoptoses reduziu
gradativamente desde o nascimento até os 70 dias de idade. O fato do namero relativo de
apoptoses ser maior logo apdés o nascimento indica que elas sdo frequentes entre os
gondcitos. De fato, tem sido descrito grande numero de apoptoses de gondcitos nos
primeiros dias de idade (Roosen-Runge & Leik, 1968). Estas mortes celulares tém como
objetivo estabilizar o nimero de células germinativas visando o desenvolvimento adequado
do processo espermatogénico. Nos animais adultos, por sua vez, 0 nUmero de apoptoses é
relativamente menor, pois 0 processo espermatogénico e a fase espermatogonial estdo
ocorrendo com os objetivos de se auto-renovarem e de manterem espermatogénese em seu
funcionamento normal.

Ainda considerando os dados sobre apoptose, a temperatura seria um importante
fator relacionado com a quantidade de apoptoses encontrada em animais mais jovens, uma
vez que existem relatos na literatura (Meistrich et al., 1973; Van Demark & Free, 1970)
mostrando que o aumento de temperatura pode induzir a apoptose das células germinativas.
Considerando que encontramos 0s testiculos de animais até os 15 dias p.p. na cavidade
abdominal, que apresenta uma temperatura maior que a da bolsa escrotal, podemos
concluir que os testiculos de animais jovens possuem mais apoptoses do que os de animais
maduros justamente por estarem submetidos a um ambiente de temperatura mais elevada.

Antes dos gondcitos formarem as espermatogdnias-tronco adultas, alguns autores

descrevem a existéncia de um tipo celular intermediario que denominaram de preé-
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espermatogonias (Huckins & Clermont, 1968). Alguns acreditam que estas células teriam
origem dos gonacitos por divisdo mitotica que por sua vez também se dividiriam por mitose
uma ou mais vezes para formar as células-tronco espermatogoniais adultas (Novi & Saba,
1968). Através da avaliacdo da cinética destas células germinativas, verificamos, no
presente trabalho, que os gondcitos ndo dividem-se mitoticamente em pré-espermatogdnias,
mas sim dividem-se para formar as espermatogbnias A indiferenciadas. Através de estudo
morfoldégico minucioso sob a microscopia de luz de alta resolu¢éo, observamos que todos os
tipos de gondcitos sao diferentes das espermatogbnias A indiferenciadas.

Quanto ao aparecimento dos diferentes tipos espermatogoniais, nossos achados
mostram que de forma geral, principalmente nos animais mais velhos, ndo foram
identificadas diferencas em relacdo ao que ja foi descrito na literatura, utilizando método
para estudo sob microscopia de luz de alta resolugdo. Assim sendo, a fase meiotica do
processo espermatogénico inicia-se aos nove dias, as primeiras figuras de metafase,
anéafase e tel6fase da meiose | e 0s primeiros espermatocitos secundarios foram vistos aos
20 dias de idade e a puberdade foi confirmada aos 37 dias.

Considerando os achados da primeira semana de idade, acreditamos que alguns
pontos merecem discussdo. No 3° dia de idade foram identificadas as primeiras
espermatogonias do tipo A indiferenciadas que se assemelhavam morfologicamente as dos
animais adultos. Surpreendentemente, num intervalo de apenas 24 horas, do 3° para o 4°
dia, podem ser observadas, e pela primeira vez, todas as espermatogbnias do tipo A
diferenciadas, de A; até A,. Se em camundongos adultos calcularmos a duracéo, em dias,
desde a diferenciacdo das espermatogbnias A, para A; até o inicio da formacdo das
espermatogonias A, (Clermont & Trott, 1969; Russell et al., 1990) verificaremos que o
processo espermatogénico levaria, neste percurso, intervalo de tempo de aproximadamente
cinco dias. Através de estudos utilizando timidina triciada, Kluin et al. (1982) observaram que
em camundongos imaturos a espermatogénes desenvolve-se mais rapidamente que nos
adultos. Determinaram ainda que a duracdo do CES no intervalo de 10 a 30 dias pés-parto
era de 7,51 dias, menor do que o de animais adultos que é 8,61. No presente trabalho,
confirmamos que héa realmente aceleragdo do processo e que ela ocorre entre os dias trés e
quatro p.p., logo que as espermatogdnias Ai¢ sado formadas. Aceleracbes semelhantes
foram também encontradas em hamsters e ratos (Van Haaster & De Rooij, 1993).

No 5° dia, ndo h& progressdo do processo espermatogénico, apenas aumento do
numero destas células pré-existentes. Este achado é corroborado pelo aumento da
quantidade de mitose entre as idades de dois a quatro dias. Entre o 6° e 0 7° dias mais uma
vez foi observado periodo de quiescéncia do processo espermatogénico. Nestas duas
idades as células mais avangadas foram as espermatogbnias B e os nimeros encontrados

foram praticamente os mesmos. De fato do 5° para o 6° dia foi observado pico expressivo de
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mitoses confirmando a elevacdo do numero celular e do avanco até espermatogdnia B. Mas,
logo em seguida observa-se expressiva queda no numero de mitoses. Diferentes dados
estereolégicos em conjunto, como numero celular e mitoses espermatogoniais, indicam que
neste periodo de cinco para seis dias, as mitoses estdo formando espermatogbnias Ay,
pois foi no 6° dia que o seu nimero aumentou significativamente em relacdo ao dos animais
mais jovens. Por fim, se considerarmos a aceleracdo abrupta da espermatogénese, do 3°
para o 4° dia e dois periodos curtos de quiescéncia entre os dias quatro/cinco e cinco/seis, 0
balanco final ainda € de uma pequena aceleragdo, tal como observado por Kluin et al.
(1982). Essa aceleracdo provavelmente é decorrente da maior temperatura a que estédo
submetidos os testiculos dos animais jovens, que se encontram na cavidade abdominal.
Meistrich et al. (1973) e Van Demark et al. (1970) encontraram que existem uma aceleragéo
na cinética das células germinativas quando estas sdo submetidas a uma temperatura maior
que a da bolsa escrotal.

A partir dos sete dias de idade, hd aumento progressivo do niamero de mitoses
espermatogoniais até a puberdade, aos 37 dias. No entanto, em animais adultos, com 70
dias, ha queda do numero de mitoses. Estes achados demonstram que com o crescimento
dos tubulos seminiferos, ha necessidade de maior nimero de células germinativas e, desta
forma, o numero de divisdes celulares € maior. No entanto, como no testiculo adulto as
mitoses espermatogoniais tém como objetivos a sua auto-renovagdo, para manter a
espermatogénse nos seus patamares normais, o numero de divisbes espermatogoniais
diminui em relagdo ao de um testiculo em crescimento.

O célculo do numero de espermatogdnias Ai,q por testiculo aponta para o aumento
expressivo (p<0,05) deste tipo celular entre os dias sete e nove apdés 0 nascimento.
Interessantemente, mesmo sendo um animal tdo jovem, o numero destas células em
animais de nove dias de idade ja é semelhante aquele encontrado nos animais adultos.
Desta forma, animais desta idade parecem bastante adequados para se isolar células-tronco
espermatogoniais, visando o transplante de espermatogdnias ou a formacdo de um banco
de células-tronco. Isto se deve ao fato de nesta idade as células germinativas mais
avancadas serem os leptotenos, estando ausentes todos os espermatdcitos mais avancados
e as espermatides arredondadas e alongadas. Deste testiculo, seria mais facil o processo
de digestdo e isolamento das espermatogbnias A indiferenciadas, aumentando a
probabilidade de se ter um pool mais rico em espermatogofnias-tronco. De fato, animais
mais jovens ja tém sido empregados como doadores ou receptores para o transplante de
espermatogbnias (Shinohara & Brinster, 2000; Honaramooz et al., 2002).

Varios estudos foram realizados a fim de determinar o numero de células presentes
nos testiculos de animais adultos. Dois trabalhos de destaque calcularam o numero de

espermatogdnias em testiculos de camundongos, através do método disector. Vergouwen et
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al. (1993) descreveram que existem em torno de 0,65x10° espermatogdnias do tipo A e
Tegelenbosh & De Rooij (1993) encontraram 0,33x10° espermatogdnias A indiferenciadas e
2,5x10° espermatogbnias A diferenciadas, totalizando 2,83x10° espermatogdnias por
testiculo de um animal adulto. Os achados desses autores sdo muito proximos dos dados
obtidos no presente trabalho. Calculamos que aproximadamente 0,74x10° espermatogdnias
A, sendo 0,2x10° espermatogdnias do tipo A indiferenciadas e 0,54x10° espermatogdnias A
diferenciadas. Finalmente calculamos que existem 1,49x10° espermatogbnias em cada
testiculo de um animal adulto.

E sabido que o desenvolvimento da espermatogénese em adultos segue padréo
ciclico no qual alguns tipos celulares estao repetidamente associados. Em camundongos
foram identificadas 12 associacfes que sdo chamadas de estadios e que constituem o ciclo
do epitélio seminifero para esta espécie (Oakberg, 1956; Russell et al.,, 1990). Estas
associacgoes se repetem em relacdo a todos os tipos germinativos, desde os espermatoécitos
e esperméatides até as espermatogobnias, que sdo vistas em estadios especificos do ciclo do
epitélio seminifero (De Rooij, 1998). Constatamos que aos nove dias de idade, havia
espermatdcitos primarios nos corddes seminiferos, e que estes estavam sincronizados com
0S respectivos tipos espermatogoniais, tal como observado no animal adulto. Este achado
sugere que o desenvolvimento das células germinativas ja esta sob efeito de sincronismo
mesmo antes da maturacdo completa das células de Sertoli. Sabe-se que as células de
Sertoli tornam-se maduras em torno do 15° dia em camundongos (Vergouwen et al., 1991,
Joyce et al., 1993) e que estas células sdo responsaveis por controlar 0 processo
espermatogénico, inclusive o sincronismo celular (Parvinen, 1993; revisdo em Franca &
Chiarini-Garcia, 2005). Desta forma, ou o sincronismo do epitélio seminifero em estadios
nao é dependente apenas do controle das células de Sertoli ou estas células desde antes de
sua completa maturacdo ja produzem fatores que controlam o sincronismo do ciclo do
epitélio seminifero.

A divisdo espermatogonial segue um padrdo de divisdo celular que, em primeira
instancia, visa a formacdo de nimero duplicado de células entre aquelas que se dividem em
relagdo as suas sucessoras. Portanto, estas divisbes de modo sucessivo, desde as
espermatogbnias Aing até as espermatogbnias B, seguem uma tendéncia geométrica de
divisdo. Por exemplo, em camundongos as divisées a partir de uma Unica espermatogdnia-
tronco (Aisolada) POde levar, teoricamente, a formacao de clones de aproximadamente 1024
espermatocitos primarios (Huckins & Oakberg, 1978; Russell et al., 1990). Este nimero so
ndo € aquele encontrado no final do processo devido a mortes celulares que ocorrem e
reduzem o numero destas células (De Rooij & Russell, 2000). Estas mortes sao
geneticamente programadas e ja foi visto que, se elas ndo ocorrerem, o testiculo sofre

faléncia pelo acumulo de células germinativas (Russell et al., 2002).
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Especificamente em relacdo ao desenvolvimento da linhagem espermatogonial,
constatamos, no presente trabalho, que nos animais da puberdade a idade adulta a
proliferacdo celular segue o mesmo padrdo descrito anteriormente para esta espécie
(Bolden-Tiller et al., 2007), isto é, ha& um aumento progressivo do numero de
espermatogbnias de A; até B com controle da densidade espermatogonial, por apoptose da
espermatgonias A, e Az (De Rooij & Janssen, 1987; De Rooij & Lok, 1987). J& nos animais
mais jovens, o desenvolvimento ndo seguiu 0 mesmo padrdo em todas as células da
linhagem espermatogonial. Observou-se que normalmente as espermatogbnias do tipo A
diferenciadas (A; a A;) apresentam menor indice de proliferacdo em relacdo as outras
espermatogbnias diferenciadas (In e B). A partir de 15 dias de idade o numero de
espermatogbnias In e B comecam a se multiplicar, em relacdo ao numero de
espermatogbnias A diferenciadas. Naqueles animais de sete dias, o ndamero de
espermatogbnias por testiculos foi constantemente baixo até a Ultima geragéo
espermatogonial. O fato do desenvolvimento da linhagem espermatogonial ter seu inicio
mais expressivamente em torno do 15° dia pode estar relacionado com o periodo final de
formacdo do numero definitivo de células de Sertoli no testiculo (Vergouwen et al., 1991;
Joyce et al., 1993). Considerando que nesta idade o niUmero de células de Sertoli ja seria 0
mesmo daquele encontrado nos adultos, o epitélio seminifero teria nichos disponiveis para
serem ocupados. Desta forma, o processo espermatogonial estaria livre para povoar o
testiculo respeitando, a partir de agora, o espaco cedido pelo desenvolvimento do
paréngquima testicular e a capacidade de suporte das células de Sertoli.

Independente das idades avaliadas, quando se comparam os didmetros nucleares
desde as espermatogbnias Aig até as espermatogbdnias B, a cinética foi praticamente a
mesma. O didmetro das A foi pequeno, aumentou progressivamente até as A, e depois
reduziu até as espermatogbnias B, achado este que ja havia sido descrito em camundongos
adultos por Chiarini-Garcia & Russell (2002). No entanto, quando se comparam 0S
didmetros dos mesmos tipos celulares em relacéo as idades, os valores encontrados foram,
em varios casos, significativamente diferentes. O fato do diametro nuclear de uma
determinada espermatogbnia ser menor nos animais de 37 e 70 dias e progressivamente
maior quanto mais jovem for o animal, pode estar relacionado com a disponiblidade de
espaco dentro do testiculo. Como nos animais mais jovens o0 numero de células
germinativas no epitélio seminifero é pequeno e as células de Sertoli ainda s&o imaturas, as
espermatogonias ndo estdo comprimidas no compartimento basal dos tubulos seminiferos.
Durante o desenvolvimento, o numero das células germinativas vai aumentando
progressivamente e 0s espacos no epitélio vao diminuindo, assim as células, por ficarem
comprimidas, apresentam menor diametro nuclear. Outro fator que poderia contribuir para o

menor didmetro das espermatogdnias em animais maduros seria a formacao, a partir dos 15
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dias, da chamada barreira de célula de Sertoli, que divide o epitélio seminifero em dois
compartimentos (basal e adluminal). Ao serem mantidas pelas células de Sertoli no
compartimento basal, as espermatogdnias poderiam estar sendo submetidas a uma pressao
que contribuiria para os seus menores didmetros celular e nuclear.

A presenca de vacuolos tem sido comumente descrita no nucleo de
espermatogbnias de camundongos pré-puberes (Vergouwen et al., 1991) e adultos (Chiarini-
Garcia & Russell, 2001). Entretanto, o seu possivel significado funcional ainda nao foi
descrito. No presente trabalho, detectamos a presenca de espermatogdnias indiferenciadas
com vacuolos nos corddes seminiferos de animais bastante jovens, desde os 3 dias de
idade. Além disto, detectou-se, em pequeno numero, a presenca destes vacuolos nos
nacleos de espermatogbnias com morfologia semelhante as diferenciadas do tipo A; e As.
Células semelhantes a estas foram também encontradas nos tubulos seminiferos de
camundongos mutantes jsd (Bolden-Tiller et al., 2007; Zallio et al., 2007) e TEX14 (Rezende
et al., 2007) e foram consideradas espermatogdnias anormais. Com 0s métodos que
utilizamos no presente trabalho, ndo foi possivel explicar o significado deste achado. No
entanto, pretendemos desenvolver novos métodos de estudo com o intuito de verificar até
que idade estas células do tipo A, e A; apresentam vacuolos nucleares e se a presenca
destes vacuolos estaria relacionada com algum evento fisiolégico.

A fase mei6tica do processo espermatogénico em camundongos inicia aos nove dias
de idade e aos 20 dias sdo observadas as primeiras figuras de metafase e anéafase, da
meiose |. As divisbes da meiose originam as espermatides arredondadas, iniciando-se,
assim, a fase espermiogénica do processo espermatogénico (Russell, et al., 1990). Nesta
fase ocorre a diferenciacdo das espermatides arredondadas, visando formar os
espermatozéides, em um dos processos de transformacdo celular mais drasticos ja
descritos. Uma das etapas desta transformacao celular consiste na formacao do acrosséma.
Esta estrutura se origina de pequenas vesiculas, formadas pelo complexo de Golgi, que se
coalescem e formam o granulo acrossémico que, por sua vez, se achata e se espalha sobre
um dos pélos do nucleo formando o que se conhece como capuz acrossdémico.
Surpreendentemente, visualizamos nos gonécitos | e Il e nas pré-espermatogdnias
estruturas que lembram a formacdo das vesiculas acrossémicas das esperméatides
arredondadas. No entanto, nas espermatogbnias Ay, formadas logo em seguida, estas
estruturas ndo foram mais vistas. As imagens morfolégicas que obtivemos, com a técnica
por noés empregada, ndo possuem resolucdo suficiente para nos fornecer detalhes
citolégicos suficientes para confirmar a origem destes achados. Desta forma, estudos
complementares fazem-se necessarios, dentre eles avaliacdes ultra-estruturais.

Foram encontrados, nos cordfes seminiferos de camundongos, um nimero pequeno

de gondcitos jovens (gondcitos 1) multinucleados. Consultando a literatura, verifica-se que a
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ocorréncia de gondcitos multinucleados esta, em varios casos, relacionada com alteracdes
provocadas por fitalatos (Gaido et al., 2007). A relacdo entre este fenbmeno e algumas
drogas € téo direta que dependendo do tipo de exposicdo o numero de ndcleos dentro de
um mesmo gonoécito pode ser aumentado. Isto indica relacdo direta entre toxicidade e a
presenca de gondcitos multinucleados (Gaido et al., 2007). No presente trabalho os animais
sd0 normais, mas este tipo de gondcito foi encontrado, alguns inclusive com nudcleos em
apoptose. Portanto, este achado sugere que mesmo em condi¢cdes normais, gondcitos

multinucleados podem ser encontrados em pequeno nimero.
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7. CONCLUSAO

As ponderagdes, em conjunto, dos varios parametros estudados permitiram-nos

chegar as seguintes conclusées:

1. Ao nascimento, estdo presentes nos corddes seminiferos as células de Sertoli
imaturas e os gonocitos, em diferentes fases do ciclo celular, que ndo sofrem mitose
até o segundo dia de idade.

2. Aos trés dias de idade os gondcitos entram em mitose e iniciam a formacgédo das
espermatogobnias do tipo A indiferenciadas.

3. Aos quatro dias de idades estdo presentes nos corddes seminiferos todos os tipos
de espermatogonias A indiferenciadas (Ais, Ay € Aq) € diferenciadas (Ay, Az, Az € As)
e aos seis dias estdo presentes todos os tipos de espermatogbnias conhecidos (as
dotipo A, In e B).

4. A morfologia da grande maioria das espermatogbnias durante a ontogénese
testicular € semelhante & das espermatogbdnias dos animais adultos & excecédo de
alguns tipos espermatogbnias que apresentam particularidades na morfologia do
nucleo.

5. As células com aspecto anormais assemelham-se as espermatogébnias do tipo A, e
Az, possuindo vacuolos nucleares.

6. O ciclo do epitélio seminifero ndo depende obrigatoriamente da maturacdo das
células de Sertoli uma vez que aos nove dias de idade, quando as células de Sertoli
ainda sdo imaturas, verificaram-se associacfes celulares semelhantes aquelas
observadas nos individuos adultos.

7. AceleracBes abruptas intercaladas com periodos de quiescéncia da proliferacdo
espermatogonial mostram que em camundongos pré-puberes ha reducdo da
duracdo da primeira onda do processo espermatogénico.

8. Devido ao fato de possuirem um numero semelhante de espermatogbnias Ai,q ao do

animal adulto, os camundongos de nove a onze dias de idade parecem-nos
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10.

11.

adequados para a obtencdo de um pool de espermatogbnias-tronco com alto grau de
pureza, visto que o isolamento seria facilidado por ndo possuirem espermatocitos
avangados e espermatides.

O numero de mitoses espermatogoniais € maior nos animais onde o testiculo esta
em desenvolvimento do que em relacdo aos animais adultos visto que, com o
crescimento dos tdbulos seminiferos, além da auto-renovacdo, estas mitoses
objetivam a ocupacao dos nichos recém formados.

Gondécitos multinucleados foram encontrados e estdo possivelmente relacionados
com o controle do nimero destas células através do processo de apoptose.

O namero de espermatogdnias, por testiculo, de camundongos C57BL6 adultos foi
de 1,49 milhGes sendo deste valor 0,2 milhdes (13,4%) de espermatogbnias A

indiferenciadas e 0,54 milhdes (36,2%) de espermatogdnias A diferenciadas.
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Tabela 4 - Ocorréncia das células germinativas (CG) com o avancar das idades em camundongos. (--- Auséncia de CG;
+ poucas CG; ++ quantidade intermediaria de CG; +++ grande quantidade de CG).

DIAS 12 3 4 5 6 7 9 11 13" 15° 17° 20 28° 37 70

GONOCITOS | +H+
GONOCITOS Il +H+
PRE-ESPERMATOGONIAS L & o R +
ESPERMATOGONIAS INDIFERENCIADAS -——- -—-- + +++ A A ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++
ESPERMATOGONIAS A1 - - + B e o S 5 S S S S S S R o

A2 ———- ++ ++ B e A o T = S o 2 S SO S S S S S o S

A3 ———- ++ ++ +++ ++ B S T = AR o S = T 2 S = = S = o S

A4 + + ++ + +++ A+ A+ A A

IN ——-- ——-- ——-- Rk S e A 5 5 S 5 S S o S = S

B - - - + + ++ ++ e S T o o S

PRE - LEPTOTENOS s + ++ R = = T o o oo
LEPTOTENOS -—-- ——-- -—-- -—-- -—-- -—-- ——— ++ L T o T A = = S
ZIGOTENOS -—-- -—-- -—-- -—-- -—-- -—-- —— ———- + L S o S i s R = = S
PAQUITENOS INICIAIS ——-- ——-- ——-- ———- e S o S T . A = = S
PAQUITENOS INTERMEDIARIOS ARSI SSFE S
PAQUITENOS FINAIS e T = o S o
DIPLOTENOS — e — — R = S
MEIOSE ? - - - + +++
ESPERMATIDES ARREDONDADAS - - - - - +H+
ESPERMATIDES ALONGADAS - - - - + +++

A W N P

- Os paquitenos mais avancados estéo associados com pré-leptétenos e espermatogdnias B
- Os paquitenos mais avancgados estdo associados com pré-leptétenos e espermatogbnias A2
- Os paquitenos mais avangados estéo associados com zig6tenos
- A espermaétide alongada mais avancada esta na fase 15



Tabela 5 - Média dos diametros nucleares (média + erro padrdo) de gondcitos | e Il, pré-espermatogbnias e espermatogdnias
(Aingiterenciadas A1, A2, Az, A4, In e B) nas diferentes idades estudadas. Valor expresso em micrémetros. Diferentes letras (a,b,c)
indicam diferencas significativas nos diametros nucleares de um mesmo tipo celular, entre diferentes idades (p<0,05).

Idade (dias) 1 2 3 4 5 6 7 15 37 70
o 10,33% 10,44% 981°
Gonocito | +0,27 +0,12 +0,08
i 11,95% 11,21* 10,70%*  _..
Gonaocito 1l +0,89 +0,25 +0,06
10,81% 10,91% 11,582° 12,41° 1206°
Pré-espermatogoOnia 0,45 0,14 0,16 0,30 0,03
956% 992% 998% 951* 994® 913" 819° 819°
A indiferenciada +0,22 +0,16 0,12 +018 +0,13 +0,05 +0,04 +0,05
10,56* 10,85% 9,92° 10,97* 10,08*" 939° 9,06°
Al +0,13 +0,20 +0,17 +0,11 +0,12 +0,22 +0,22
11,17% 11,31* 10,48° 11,22*" 10,36° 926° 9,75°
A2 +0,10 +0,14 +0,24 +0,11 +0,11 +0,20 +0,12
11,15% 10,74%* 10,26° 10,97® 10,16° 946° 9,63°
A3 +0,16 +011 +0,15 +0,07 +0,08 +0,09 +0,19
10,46% 11,25% 10,09 10,54% 9,80°% 941?% 954?
A4 +0,04 +0,50 +0,04 +0,06 +0,17 +0,06 +0,17
9652 9892 893% 853% 9062
In +0,10 +0,13 +0,07 +0,11 +0,22
8,17% 923" 874*® 806° 824°%°
B +0,12 +0,08 +0,16 +0,10 +0,10




Tabela 6 — Média da razdo dos volumes célula/nacleo (média + erro padrdo) de gondcitos | e Il, pré-espermatogbnias e
espermatogonias (Ainditerenciada» A1, A2, Az, A4, In € B) nas diferentes idades estudadas. Valor expresso em micrdmetros. Diferentes
letras (a,b,c) indicam diferencas significativas nos diametros nucleares de um mesmo tipo celular, entre diferentes idades (p<0,05).

Idade (dias) 1 2 4 5 6 7 11 37 70
343% 368% 289°%°
Gonacito | 0,16 0,16
3,11* 353 370%°
Gonécito I 0,37 0,10
352% 3,43° 2,80°% 3,13%*
Pré_espermatogénia +0,26 +0,14 +0,13 +0,16
__________ 2,928 272 262% 262° 2,71° 3242 390°
A indiferenciada +0,13 +0,06 40,10 +0,11 +0,28 40,33 +0,44
__________ 2,732 2872 289" 240° 2,58 2P 3,49°¢ 3,09°
Al +0,12 +0,17 +0,17 +0,05 +0,17 +0,22 +0,16
__________ 2,70* 284% 261% 2,39° 2,392 362° 347°
A2 +0,12 +0,17 +0,04 +0,04 +0,13 +0,17 +0,20
__________ 2,73%" 285%" 256% 266%° 2,48° 309° 312°
A3 +0,18 +0,09 +0,07 +0,17 +0,11 +0,10 +0,17
__________ 2,632 276" 2462 247%° 2,212 2,62%" 305"
A4 +0,07 +0,24 +0,12 +0,06 +0,07 +0,03 +0,32
____________________ 2,222 2,36 2,312° 2,66° 244°°
In +0,39 +0,03 +0,02 +0,10 +0,08
____________________ 253% 2,332 2,31° 221% 2,19°
B +0,33 +0,08 +0,05 +0,07 +0,08




b)

Tabela 7 - a) Numero total de gondcitos | e Il, pré-espermatogbnias e espermatogdnias, por testiculo, presentes em cada uma
das idades (dias) estudadas. b) Numero total de espermatogdnias A, por testiculo, presentes nos animais, em cada uma das
idades (dias) estudadas.

Dias 1 2 3 4 5 6 7 9 11 15 37 70
Gon | 0,005 0,006  0,0006
Gon i 0,006 0,008  0,0023
PE 0,005 0,004 00077 0,010

Aing 0,0064 0,020 0020 0060 0080 0190 0220 0210 0220 0,200

Al 0,0003 0,010 0010 0010 00100 0030 0040 0,040 0060 0,080

A2 0,010 0010 0010 0020 0030 0050 0060 009 0,130

A3 0,010 0010 0,020 0020 0030 0060 0070 0,110 0,150

A4 0,000 0,010 0,040 0050 0070 0,160 0,180

In 0,010 0,020 0,030 0070 0140 0,270 0,280

B 0010 0010 0090 0080 0,190 0410 0,470

Total (10% 0016 0018 00173 0060 0050 0120 0,170 0440 0570 0,780 1,320 1,490
Dias 1 2 3 4 5 6 7 9 11 15 37 70

Ay 0,0003 0,010 0010 0010 00100 0030 0040 0,040 0060 0,080

A, 0010 0010 0,010 0020 0030 0050 0060 009 0,130

As 0,010 0010 0,020 0020 0030 0060 0070 0,110 0,150

A4 0,000 0010 0040 0050 0070 0,160 0,180

Total A 0,0003 0,030 0030 0040 0,060 0130 0,200 0,240 0420 0,540

Total Aing 00064 0,020 0020 0060 0080 0190 0220 0210 0220 0,200

Total de A (10%) 0,0067 0050 0050 0,100 0140 0320 0420 0450 0640 0,740
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gondcitos | (Gon 1) (a,c) e Il (Gon 1) (b.d) e a pré-espermatogbnia (PE) (e). Também podem ser vistas
algumas particularidades nestas células como a presenga de complexo de Golgi bem desenvolvido, (f,9)
envolvendo granulos (cabega de seta), além de gonocitos multinucleados (h, asterisco). O nucleo das
células de Sertoli (S) se apresenta com morfologia caracteristica de célula imatura (seta). Barras equivalem
a 10 uym.



Rl

Figura 7 - Cordbes seminiferos aos 3 dias p.p. (2,b) com células mais jovens como as pré-espermatogonias
(PE) (b) e com células mais avancadas como as espermatogdnias A indiferenciadas (Ai) (a,c) com vacuolo
nucleares (seta). Em destaque, as células mais avancadas desta idade, espermatogbnia Ai (c) e
espermatogdnia A1 (d). (S) células de Sertoli. Barras equivalem a 10 ym.



Figura 8 - Corddes seminiferos nos dias 4 (@) e 5 (b) p.p. Detalhes das espermatogbnias A diferenciadas

encontradas nestas idades, espermatogdnias A2 (a, b, c), A3 (d) e A4 (g), e as espermatogodnias diferenciadas
com vaculos (f, seta). (S) células de Sertoli; (Ai) espermatogbnias A indiferenciadas. Barras equivalem a 10um.



Figura 9 - Nos animais de 6 e 7 dias p.p. estdo presentes espermatogdnias Aindiferenciada sem (a) e com (b)
vacuolo nuclar (seta clara) e espermatogbnias diferenciadas A1 (c), A2 (d), A3 (e), A4 (f), In (g) e B (h). As
figuras i e | mostram panordmicas de corddes seminiferos nestas idades, onde podem ser observadas

divisbes mitoticas de células germinativas (cabega de seta) (i) e de células de Sertoli (seta preta) (). (VS)
vasos sanguineos; (Mi) células miodides; (S) células de Sertoli. Barras equivalem a 10 um.



Figura 10 - Corddes seminiferos aos 9 dias p.p. (a). Nesta idade, as células mais avangadas sdo os
espermatoécitos primarios na fase de leptéteno (L). (h)Também é possivel ver nesses animais clones de
espermatogdnias em divisdo celular (seta) (c). Observe que algumas células de Sertoli (S) ainda estdo na fase
imatura enquanto outras estdo em diferenciagdo (asterisco). Ainda podem ser observadas na figura (k) figuras
de apoptose (Ap) nos corddes seminiferos. Barras equivalem a 10 um.



Figura 11 - Corddes seminiferos aos 11 dias p.p. (a,h) Nesta idade as células mais avangadas s&do os
espermatoécitos primarios na fase de zigoteno (Z). (b) Também nesta idade é possivel ver clones de
espermatogbnias em divisdo (seta) e (c,d) células de Sertoli (S) imaturas e em maturagdo (asterisco). Uma
série de espermatogénias indiferenciadas (Ai) podem ser vistas na figura ¢, sendo que algumas delas tém
vacuolos (cabeca de seta). Espermatocitos primarios em fase de pré-leptotenos (Pl) e figuras apoptéticas (Ap)
também estdo presentes (c). Barras equivalem a 10 ym.



Figura 12 - (a,b) Aos 13 dias p.p. o limen é visto pela primeira vez (c,d) As células mais avangadas nesta idade
sdo os espermatocitos primarios em paquiteno (P) em associagdo com espermatogbnias B (B) e com
espermatocitos primarios em pré-leptéteno (Pl). Também sdo observadas nestes tubulos espermatogbnias A
indiferenciadas (Ai), células de Sertoli (S) com caracteristicas de amadurecimento (asterisco) e figuras
apoptoéticas (Ap). Barras equivalem a 10 ym.



Figura 13 - Tubulos seminiferos em camundongos de 15 (a) e 17 (k) dias p.p. As células germinativas mais
avancadas aos 15 dias sdo paquitenos (P), com espermatogénias B (B) e pré-leptotenos (Pl) (a,c) , e aos 17
dias os paquitenos estdo associados com zigétenos (Z) (d). Pode-se observar nesses tubulos espermatogbnias
diferenciadas (A1, A2 e A3) e algumas figuras apoptoéticas (Ap). Ainda podem ser observados nesses tubulos
células de Sertoli (S) em maturagdo. (Lu) lumen do tibulo seminifero. Barras equivalem a 10 ym.



A

Figura 14 - Tubulos seminiferos de camundongos com 20 e 28 dias p.p. Aos 20 dias de idade (a,b) pode-se observar
espermatocitos primarios na fase de dipldteno (D), associados com espermatocitos primarios em zigéteno (Z), figuras
de meiose (M) e espermatocitos secundarios (Ell), sendo estes o tipo celular mais avangado. Ja aos 28 dias (c,d) €
possivel observar espermatides alongadas (El) na fase da espermiogénese 15 (seta), associadas com espermatides
arredondadas (Er) na fase 4. Ainda podem ser observadas nestas idades espermatogénias diferenciadas (A2 e A4) e
células de Sertoli (S) semelhantes as dos animais adultos. Barras equivalem a 10 um.



‘do-ﬁ'?‘“-? : ?"-‘-. st b e, . =
Figura 15 - Tubulos seminiferos de camundongos com 37 (a.c) e 70 (b,d) dias p.p. Nas figuras a e b pode-se
observar imagens panoramicas dos tubulos seminiferos, mostrando que o didmetro tubular de um animal na
puberdade (a) € menor do que o de um animal adulto (k). Aos 37 dias ja podem ser vistos espermatozéides no
limen (Lu) dos tubulos seminiferos (seta). (S) células de Sertoli. Barras em a e b equivalem a 40 ym,eemceda

20 um.
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Figura 16 - Médias dos diametros nucleares de gonécitos (Gon) | e Il, pré-espermatogonias (PE), espermatogénias A indiferenciadas
(Aing) € espermatogonias diferenciadas (A1, Az, As, A4, In e B) nas idades (dias) estudadas.
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Figura 17 - Razao entre os volumes célula/nicleo de gondcitos (Gon) | e Il, pré-espermatogbnias (PE), espermatogbnias A
indiferenciadas (Aing) € espermatogonias diferenciadas (A1, Az, As, A4, In, B), nas idades (dias) estudadas.
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Figura 18 — Numero absoluto de gondcitos (Gon) | e Il, pré-espermatogbnias (PE), sua soma e espermatogdnias A indiferenciadas (Aing), por
testiculo, desde o dia do nascimento (1 dia) até o 5° dia de idade. Asteriscos indicam diferenca significativa (p<0,05) no nimero de um mesmo
tipo celular, entre as idades (comparacéao horizontal).
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celular, representam diferencas significativas entre as idades (p<0,05).
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Figura 20 - Numero absoluto de espermatogdnias indiferenciadas A (Aing) € diferenciadas (A1, Az, As, A4, In, B) por testiculo, nas idades de seis
a 70 dias. Diferentes letras (a,b,c), em um mesmo tipo celular, representam diferencas significativas entre as idades (p<0,05).



0,60

70
0,50 (|~ ®=15

0,40 -

0,30 A

0,20

Numero absoluto por testiculos (milhdes)

0,10 A

0,00

Aind Al A2 A3 Ad In
Espermatog6nias
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