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•  

1- INTRODUÇÃO E REVISÃO DA LITERATURA 

•  

   1.1 – Estrutura e diferenciação testicular 

O testículo dos mamíferos eutérios é um órgão com forma arredondada ou ovóide, 

com funções exócrina e endócrina, geralmente localizado no escroto na maioria das espécies e 

envolvido por uma cápsula de tecido conjuntivo fibroso, a túnica albugínea. 

Morfofuncionalmente, o testículo pode ser dividido em dois compartimentos principais: o 

compartimento intertubular ou intersticial, e o compartimento dos túbulos seminíferos. No 

compartimento intertubular estão localizadas as células de Leydig, vasos sanguíneos e 

capilares não fenestrados, vasos ou espaço linfático, nervos, células e fibras do tecido 

conjuntivo, e uma população variável de outras células como fibroblastos, macrófagos e 

mastócitos (Russell et al., 1990). Apesar de existir grande variação entre as diferentes 

espécies de mamíferos quanto à proporção volumétrica (%) dos diversos componentes do 

compartimento intertubular (Fawcett et al., 1973; França et al., 2005), de maneira geral, a 

célula de Leydig é o tipo celular mais abundante. A célula de Leydig é a maior fonte de 

andrógenos, notavelmente testosterona, e uma fonte variada de outros esteróides. A célula de 

Leydig possui abundante retículo endoplasmático liso e mitocôndrias com cristas tubulares, 

ambas organelas contêm enzimas associadas com a síntese de esteróides (Russell et al., 1990). 

 O compartimento dos túbulos seminíferos constitui a maior parte do testículo, 

ocupando, na grande maioria das espécies de mamíferos, de 70 a 90% do parênquima 

testicular (França & Russell, 1998; França et al., 2005). Os túbulos seminíferos são formados 

pela túnica própria, epitélio seminífero e lume tubular. A túnica própria reveste o túbulo 

seminífero externamente, sendo composta de células peritubulares mióides e matriz 

extracelular. As células mióides são contráteis e auxiliam na movimentação do fluido e 

propulsão do esperma através dos túbulos seminíferos (Russell et al., 1990). O epitélio 

seminífero é formado basicamente por dois tipos celulares de origem embriológica distinta: as 

células germinativas procedentes do epiblasto adjacente ao mesoderma extra-embrionário e as 

células de Sertoli presumivelmente originadas do epitélio celomático (Karl & Capel, 1998; 

Capel, 2000). 

A célula de Sertoli é o primeiro elemento somático a se diferenciar no testículo e suas 

precursoras expressam o gene determinante sexual Sry no braço curto de cromossomo Y (Karl 

& Capel, 1998; Capel, 2000). O gene Sry inicia em machos uma via de ativação de genes 

específicos deste tecido e/ou repressão de genes que estão especificamente envolvidos no  



                                                                                                                                                     

 

 

 

desenvolvimento ovariano. Linhagens transgênicas de camundongos XX que expressam Sry 

apresentam formação dos cordões testiculares. Contudo, esse evento primário da 

determinação sexual não ocorre em fêmeas, ou em camundongos, que não possuem o gene 

Sry. Na ausência da expressão de Sry, o desenvolvimento da gônada procede ao longo da via 

ovariana (Martineau et al., 1997; Tilmann & Capel, 2002; Ross & Capel, 2005). Dessa forma, 

as células de Sertoli possuem um papel central na diferenciação e desenvolvimento testicular 

que ocorre cerca de 11,5 dias pós-coito (dpc) em camundongos (Capel, 2000). As células de 

Sertoli proliferam mais ativamente antes do nascimento. Contudo, após o nascimento, em 

roedores, a proliferação das células de Sertoli se estende por duas (camundongos) a três 

(ratos) semanas (Steinberger & Steinberger, 1971; Orth, 1982; Vergouwen, 1991; Joyce et al., 

1993). A população adulta de células de Sertoli é relativamente estável durante toda a vida do 

animal (Russell et al., 1990). Vale ressaltar que a célula de Sertoli possui importantes funções, 

podendo ser citadas dentre elas a manutenção da integridade do epitélio seminífero; secreção 

de fluido para formar o lúmen tubular; participação no processo de espermiação e, através de 

junções de oclusão, divide o epitélio seminífero em compartimentos basal, adluminal, e 

compartimento intermediário que é transitório (Russell et al., 1990). Como a célula de Sertoli 

regula o microambiente do compartimento adluminal, formando a barreira hematotesticular, é 

geralmente assumido que os nutrientes recebidos pelas células germinativas desses 

compartimentos são fornecidas pela célula de Sertoli, que também medeia a ação dos 

hormônios (FSH-hormônio estimulante do folículo e andrógenos) no processo 

espermatogênese (Russell et al., 1990; Sharpe, 1994; França & Chiarini-Garcia, 2005). 

 

1.2 - Desenvolvimento pós-natal do testículo em roedores 

À semelhança do observado na maioria das espécies de mamíferos, o desenvolvimento 

pós-natal do testículo de ratos pode ser dividido em duas fases distintas e inversamente 

correlacionadas (Orth, 1993; França et al., 2000). Na primeira, com duração aproximada de 

duas semanas após o nascimento, extensiva proliferação de espermatogônias e de células de 

Sertoli pode ser observada, promovendo como conseqüência enorme crescimento em 

comprimento dos cordões testiculares. Por outro lado, na segunda fase, que ocorre de quinze 

dias a várias semanas após o nascimento, acentuado aumento no número de células 

germinativas e na população de células de Leydig do tipo adulto é observado (Orth, 1993; 

França et al., 2000; Mendis-Handagama & Ariayaratne, 2001). Evidente crescimento no  



                                                                                                                                                     

 

 

 

tamanho do testículo e no diâmetro tubular, além de secreção de fluido através das células de  

Sertoli, também são notados. Conforme será comentado em detalhes em outros itens da 

introdução, estas duas fases são reguladas por diferentes hormônios e fatores de crescimento 

específicos (Orth, 1993; França et al., 1995; Singh & Handelsman, 1996; Maran et al., 1999; 

Mendis-Handagama & Ariayaratne, 2001; Allan et al., 2004). Por exemplo, o FSH e os 

hormônios tireoidianos são considerados os principais reguladores da proliferação (FSH) e 

diferenciação/maturação (T3- triiodotironina) das células de Sertoli (Orth, 1993; Sharpe et al., 

2003; Cooke et al., 2005). O crescimento testicular acompanha o aumento nos níveis de FSH 

durante o seu desenvolvimento (Ojeda & Ramirez, 1972; Döhler & Wuttke, 1974). Em 

mamíferos as células de Sertoli possuem dois picos de proliferação: durante o período 

fetal/neonatal precoce e no período pré-puberal (França et al, 2000; Sharpe et al., 2003). Estes 

dois picos de proliferação são particularmente destacados em espécies nas quais o período 

neonatal é temporalmente distante do período da puberdade, como nos humanos e em suínos 

(França et al, 2000; Sharpe et al., 2003). Entretanto, nos roedores, como ratos e camundongos, 

a distância temporal entre o período neonatal e o puberal é curta (cerca de 4-6 semanas), e 

eventuais diferentes períodos de proliferação de células de Sertoli não seriam facilmente 

observados. Em condições naturais, a proliferação das células de Sertoli no testículo de 

mamíferos adultos não é observada (França & Russell, 1998; Schulz et al., 2005).  

Quanto às células de Leydig, diversos hormônios e fatores de crescimento, tais como 

hormônios tireoidianos, LH (hormônio luteinizante), esteróides, AMH (hormônio anti-

Mülleriano), PDGF-A (fator de crescimento derivado de plaqueta), TGF-α/β (fator de 

crescimento e transformação), IGF-1 (fator de crescimento semelhante à insulina) e citocinas 

secretadas pelos macrófagos, são responsáveis pela regulação da proliferação e diferenciação 

das células de Leydig (Mendis-Handagama & Ariayaratne, 2001; De Gendt et al., 2005). Os 

esteróides produzidos por estas células (ex: T- testosterona; DHT- diidrotestosterona) são 

muito importantes para o desenvolvimento e função do sistema genital (Robaire et al., 2006; 

Risbridger & Taylor, 2006). 

 

1.3 - Espermatogênese 

 A espermatogênese é um processo complexo e bem organizado que ocorre nos túbulos 

seminíferos e dura cerca de 30 a 75 dias na maioria dos mamíferos (França & Russell, 1998; 

França et al., 2005). Baseado em características morfológicas e funcionais, o processo 

espermatogênico pode ser dividido em três fases: (a) fase proliferativa ou espermatogonial,  



                                                                                                                                                     

 

 

 

caracterizada por várias e sucessivas divisões mitóticas dos diferentes tipos de 

espermatogônias, (b) fase meiótica ou espermatocitogênica, na qual ocorre a duplicação do 

DNA, a recombinação gênica e duas divisões que resultam na formação de uma célula 

haplóide denominada espermátide e (c) fase de diferenciação ou espermiogênica, onde as 

espermátides arredondadas passam por drásticas alterações morfológicas e funcionais tais 

como a formação do acrossoma, do flagelo e a condensação nuclear, resultando numa célula 

altamente especializada, o espermatozóide, que é morfologicamente apto para alcançar e 

fertilizar o ovócito (Russell et al., 1990). 

 As células germinativas organizam-se nos túbulos seminíferos em distintas 

associações celulares denominadas estádios, os quais se sucedem com o tempo de maneira 

ordenada, formando o ciclo do epitélio seminífero (CES) (Russell et al., 1990). Cada tipo 

celular de uma associação celular específica é funcionalmente integrado com outras células 

desta mesma associação que também estão no mesmo processo de desenvolvimento. Os 

estádios do ciclo do epitélio seminífero podem ser classificados pelo método da morfologia 

tubular (Berndtson, 1977; França & Russell, 1998; França et al., 2005) e pelo método do 

sistema acrossômico (Leblond & Clermont, 1952; Russel et al., 1990; França et al., 2005). O 

primeiro tem como ponto de referência a forma e a localização dos núcleos das espermátides 

e a presença de figuras em divisão meiótica (Roosen- Runge & Giesel Jr.,1950; Courot et al., 

1970; Ortavant et al., 1977). Nesta classificação, oito estádios do ciclo são obtidos para todas 

as espécies. Entretanto, pelo sistema acrossômico o número de estádios classificados é 

variado para cada espécie, e a identificação dos mesmos se baseia no desenvolvimento do 

acrossoma e nas características morfológicas dos núcleos das espermátides (Leblond & 

Clermont, 1952; Russell et al., 1990; França et al., 2005). Por este sistema, XII estádios do 

CES são observados em camundongos, conforme ilustrado na Figura 1.  

A duração total do processo espermatogênico, de espermatogônia do tipo A (ver 

abaixo) até a espermiação e que engloba cerca de 4,5 ciclos espermatogênicos, é de cerca de 

30 a 80 dias (Russell et al., 1990; França & Russell, 1998; França et al., 2005). A duração do 

ciclo do epitélio seminífero, que é uma constante biológica espécie-específica (Clermont, 

1972), está sob controle do genótipo da célula germinativa (França et al., 1998). 

 
1.4 – Tipos de espermatogônias e cinética 

 As células germinativas primordiais (CGP) se originam do epiblasto adjacente ao 

mesoderma extra-embrionário, cerca de 7,25 dpc (Bendel-Stenzel et al., 1998; Ross & Capel,  



                                                                                                                                                     

 

 

 

2005) e migram da base do alantóide ao longo do intestino posterior para as cristas genitais, 

proliferando ativamente nesta fase. Quando alcançam a crista genital, cerca de 10,0 a 11,0 

dpc, (Ross & Capel, 2005), são envolvidas pelas células de Sertoli formando assim os cordões 

seminíferos que também tem a participação das células pericordonais mióides. A formação 

dos cordões seminíferos, que ocorre pela via de sinalização envolvendo a fosfatidilinositol-3 

quinase, é considerada o primeiro indicador morfológico da diferenciação sexual (França & 

Chiarini-Garcia, 2005). 

 Nos roedores, após curto período de proliferação, os gonócitos vão permanecer 

quiescentes no ciclo celular até o período perinatal quando novamente tornam a se dividir por 

mitoses, iniciando assim o processo espermatogênico. Nesse período, os gonócitos começam 

a migrar para a base do epitélio emitindo prolongamentos citoplasmáticos em direção à 

membrana basal (McGuinness & Orth, 1992). A alocação dos gonócitos em direção a 

membrana basal é necessária para sobrevivência dessas células, pois àquelas que 

eventualmente permanecem no centro dos cordões testiculares sofrem apoptose (Hasthorpe et 

al., 1999). Orwig et al (2002), identificaram duas subpopulações de gonócitos em suspensões 

celulares do testículo de ratos neonatos; os gonócitos com pseudópodos ou gonócitos com 

prolongamentos celulares e os gonócitos arredondados. Essas duas populações potencialmente 

se desenvolvem de maneira distinta: as células com pseudópodos tornam-se as células tronco 

e as arredondadas sofrem apoptose (Orwig et al., 2002).  

Estudos in vivo e in vitro sugerem que gonócitos e células de Sertoli se comunicam via 

gap junction. Assim, a interação mediada por contato entre essas células tem um papel 

importante na divisão pós-natal dos gonócitos, provavelmente em conjunto com fatores 

secretados pela própria célula de Sertoli. A proliferação e a disposição dos gonócitos pós-

natais são eventos independentes que ocorrem na ausência de fatores extratesticulares 

(McGuinness & Orth, 1992). Os gonócitos em contato com a membrana basal se dividirão 

mitoticamente formando as espermatogônias tronco do testículo (De Rooij & Grootegoed, 

1998; De Rooij & Russell, 2000). Segundo Van Haaster & De Rooij (1993), no começo da 

espermatogênese, os gonócitos ou originam a espermatogônia-tronco ou originam diretamente 

espermatogônia mais diferenciada (A2). Pelo fato de nesta fase o testículo ainda se encontrar 

na cavidade abdominal, a aceleração do processo espermático devido à maior temperatura 

também deve ser considerada (Van Haaster & De Rooij, 1993). 

 Em roedores, as espermatogônias tradicionalmente têm sido subdivididas em 

espermatogônias do tipo A, que apresentam pouca heterocromatina lineando a borda nuclear  



                                                                                                                                                     

 

 

 

(carioteca) e espermatogônias do tipo B, que apresentam abundante heterocromatina, 

ocorrendo ainda um tipo de espermatogônia intermediária (In) (De Rooij & Grootegoed, 

1998; De Rooij & Russell, 2000). Em camundongos, as espermatogônias do tipo A isoladas 

(Ais) são consideradas as células tronco da linhagem espermatogênica. Na divisão desta 

espermatogônia pode ocorrer a formação de duas novas células tronco ou, a citocinese não é 

completa, originando assim as espermatogônias A pareadas (Apr), que permanecem 

conectadas por pontes citoplasmáticas. Normalmente, é considerado que a metade da 

população de células tronco divide para formar (Apr), enquanto a outra metade, através de 

divisões de auto-renovação, mantém o número de células tronco. No entanto, vale ressaltar 

que os mecanismos envolvidos na determinação do tipo de divisão a ser seguido pelas 

espermatogônias tronco não estão ainda caracterizados. Já a espermatogônia Apr divide 

formando cadeias de 4, 8, 16 ou 32 células, que são conhecidas como espermatogônias 

alinhadas (Aal), ainda conectadas por pontes citoplasmáticas (De Rooij & Grootegoed, 1998; 

De Rooij & Russell, 2000). Estudos em cultura celular identificaram a neuregulina-1, membro 

da superfamília EGF (fator de crescimento epidermal), como fator necessário para a formação 

das espermatogônias alinhadas (Hamra et al., 2007).  

A espermatogônia Aal se diferencia em espermatogônia A1, que é o primeiro tipo 

espermatogonial do grupo das espermatogônias diferenciadas. A espermatogônia A1, através 

de uma série de seis divisões mitóticas origina as espermatogônias A2, A3, A4, 

espermatogônia In e, finalmente, a espermatogônia B que por sua vez forma os 

espermatócitos primários, conforme esquema abaixo: Ais (isolada) → Apr (pareada) → Aal 

(alinhadas com várias gerações) → A1 → A2 → A3 → A4 → In → B → espermatócitos 

primários. Dessa forma as espermatogônias podem ser classificadas em duas categorias 

básicas: espermatogônias indiferenciadas ou imaturas (Ais, Apr, Aal) e espermatogônias 

diferenciadas ou maduras (A1, A2, A3, A4, In, B), (De Rooij & Grootegoed, 1998; De Rooij & 

Russel, 2000; De Rooij & Van Pelt, 2003). Ao contrário das espermatogônias consideradas 

indiferenciadas, funcionalmente as espermatogônias diferenciadas estão presentes somente 

em determinados estádios do CES e estão temporalmente comprometidas com a formação de 

espermatozóides ou sofrerão apoptoses (De Rooij & van Dissel-Emiliani, 1997). A cinética 

das espermatogônias indiferenciadas, bem como das diferenciadas e a composição celular dos 

diferentes estádios do CES estão ilustradas na Figura 2. 

Shosei et al. (2006) caracterizaram a primeira onda espermatogênica e demonstraram 

que a mesma, em camundongos, ocorre de forma autônoma. Desta forma, na primeira semana  



                                                                                                                                                     

 

 

 

pós-natal, os gonócitos paralelamente originam as espermatogônias indiferenciadas (Aind) e 

espermatogônias diferenciadas (Adif). Esse processo relaciona-se com um pré-modelo do CES, 

que inicia antes do nascimento. As espermatogônias diferenciadas são geradas 

especificamente em segmentos do túbulo seminífero com altos níveis de expressão de m RNA 

de galectina 1 da célula de Sertoli. Essas espermatogônias diferenciadas não passam pelo 

status de espermatogônias indiferenciadas e surgem na primeira onda espermatogênica, 

resultando na formação de espermatozóides férteis. De maneira oposta, as espermatogônias 

indiferenciadas são geradas preferencialmente em segmentos com níveis médios de galectina. 

Elas subseqüentemente agem como uma população de células tronco auto-renováveis, 

originando também células diferenciadas. A transformação de espermatogônias 

indiferenciadas em espermatogônias diferenciadas está relacionada com o CES, e as 

espermatogônias diferenciadas são estabelecidas em estádios com alta expressão de galectina 

(estádios IX-X) (Shosei et al. 2006). 

Chiarini-Garcia & Russell (2001 e 2002) demonstraram ser possível caracterizar 

morfologicamente, através das microscopias de luz e eletrônica de transmissão, os vários tipos 

de espermatogônias de camundongos. Vale ressaltar que a diferenciação da espermatogônia 

Aal para a espermatogônia A1 é um ponto importante da espermatogênese, que parece ser 

altamente regulado. Assim, diferentes condições como deficiência em vitamina A, 

intoxicações da célula de Sertoli, radiação e mesmo aumento da temperatura testicular podem 

bloquear essa diferenciação (De Rooij & Grootegoed, 1998). 

 Nakagawa et al. (2007) demonstraram que no processo espermatogênico de 

camundongos, as espermatogônias indiferenciadas estão funcionalmente divididas em 

múltiplos compartimentos: as células tronco reais e as células tronco potenciais. Ao que 

parece, o sistema de célula tronco não é exclusivamente dependente da auto-renovação 

intrínseca da espermatogônia isolada (Ais que seria considerada a célula tronco real), mas 

envolve extensa população com potencial de auto-renovação, chamada de células tronco 

potenciais. Havendo perda da célula tronco real, as células tronco potenciais assumem o papel 

de regular a homeostase testicular, desta forma há gênese de novas células tronco reais e a 

integridade da espermatogênese é assegurada (Nakagawa et al. 2007). 

Devido a sua alta importância, o grupo das espermatogônias indiferenciadas têm sido 

bastante investigado (Hofmann & Dym, 2005). No entanto, até o presente momento, não 

existem ainda marcadores específicos para as espermatogônias tronco, apesar das mesmas 

expressarem marcadores de superfície como as integrinas α6  e β1, bem como o sistema  



                                                                                                                                                     

 

 

 

GFRα-1/ receptor Ret, que é ativado através da ligação com o fator neurotrófico de células da 

glia (GDNF) (Shinohara et al., 1999; Meng et al., 2000). Quando diferenciam, as 

espermatogônias perdem a expressão de GFRα-1 e adquirem o receptor de superfície c-Kit. 

Outras proteínas como Oct-4 e Dazl são também expressos pelas espermatogônias tronco 

(Hofmann & Dym, 2005). Em camundongos, análises histológicas demonstraram que as 

células CDH1 (molécula de adesão célula-célula) positivas, previamente conhecido como 

caderina-E, apresentam características de espermatogônias indiferenciadas. Tokuda et al 

(2007) demonstraram através de imunohistoquímica que essas células formam cadeias de 1, 2, 

4 até 8 células e experimentos com transplante demonstraram que as células CDH1 positivas 

também apresentam capacidade de colonizar o testículo. A neurogenina 3 (Ngn3), um fator de 

transcrição da família helix-loop-helix (bHLH), tem papel central na regulação dos processos 

de diferenciação e foi ainda demonstrado que as espermatogônias indiferenciadas expressam 

esse gene (Yoshida et al., 2004). Raverot et al. (2005), localizaram a expressão de Sox3, 

membro da família high mobility group (HMG), nas espermatogônias indiferenciadas e 

identificaram que este gene é necessário no início da espermatogênese através de via que 

envolve Ngn3. O Sox3 é um dos poucos fatores identificados necessário nos estágios iniciais 

da maturação das células germinativas (Raverot et al. 2005). O Plzf (gen da leucemia 

promielocítica) é um repressor transcripcional que regula o estado epigenético das células 

indiferenciadas, dessa forma este fator apresenta papel essencial na manutenção das 

espermatogônias e sua inativação resulta em perda de célula germinativa dependente da idade, 

promovendo assim progressiva degeneração testicular devido à redução contínua da 

capacidade de auto-renovação no compartimento da célula tronco espermatogonial (Buaas, et 

al., 2004; Costoya, et al., 2004). 

 

1.5 - Nicho e interação célula de Sertoli/ Espermatogônia 

Schofield (1978) propôs o conceito de nicho para descrever o meio ambiente 

fisiologicamente delimitado que suporta a célula-tronco. O nicho constitui um microambiente 

favorável que protege a célula tronco do estímulo de diferenciação, apoptose e outros 

estímulos que alteram o estoque dessas células. Este microambiente também regula a 

proliferação das células tronco, cuja exacerbada proliferação pode eventualmente resultar em 

câncer. Dessa forma, o nicho mantém o balanço entre quiescência e ativação das células 

tronco (Moore & Lemischka, 2006). Segundo Li & Xie (2005), o nicho da célula tronco  



                                                                                                                                                     

 

 

 

possui várias características tais como: ser composto por grupo de células com localização 

tecidual específica; funcionar como ancorador físico para a célula tronco; gerar fatores 

extrínsecos que controlam o número e destino dessas células tronco; além de exibir estrutura 

assimétrica. Determinados aspectos do nicho das células tronco são conservados entre os 

diferentes tecidos, sob estímulo adequado as células-tronco se multiplicam e as células filhas 

perdem o contato físico com o nicho, assim estas células não seriam mais controladas por este 

microambiente e se diferenciam para formar as células maduras típicas de determinado órgão 

(Watt & Hogan, 2000). Nichos já foram descritos em vários tecidos auto-renovávéis, como 

por exemplo, a epiderme (Miller et al., 1997), o epitélio intestinal (Bjerkness & Cheng, 1999), 

e o tecido hemocitopoético (Spangrude et al., 1988). No testículo, foi demonstrado que as 

espermatogônias mais primitivas (Ais a Aal) não estão distribuídas aleatoriamente nos túbulos 

seminíferos na maioria dos estádios do CES, mas sim posicionadas em regiões específicas, 

denominadas de nichos espermatogoniais (Chiarini-Garcia et al., 2001; Chiarini-Garcia et al., 

2003; Nascimento, 2004). 

 Tem sido postulado que a célula de Sertoli, juntamente com a membrana basal, a 

célula peritubular mióide, além de sinais externos ainda não determinados e oriundos do 

túbulo seminífero, formariam em conjunto o microambiente denominado de nicho 

espermatogonial (Ogawa et al., 2005). Este nicho controlaria a auto-renovação e diferenciação 

das espermatogônias-tronco. Pelo fato de as espermatogônias tronco serem células isoladas, 

as mesmas não possuem comunicação direta com outras células. Portanto, todos os sinais que 

estas células recebem parecem vir diretamente da célula de Sertoli e/ou de moléculas difusas 

produzidas por outras células (Ogawa et al., 2005). 

A complexa organização do epitélio seminífero comprova o fato de que a polaridade 

da célula de Sertoli in vivo pode ser crucial para a regulação das células germinativas. A 

porção basal da célula de Sertoli é altamente especializada e secreta fatores que agem 

paracrinamente sobre as espermatogônias adjacentes, e a porção apical da célula de Sertoli 

secreta outras substâncias que têm acesso direto aos espermatócitos e/ou espermátides (Dym 

& Fawcett, 1970; Dym & Feng, 2005). Estudos que utilizaram co-cultura de célula de 

Sertoli/células germinativas mostraram que, nestas condições, não há uma ampla 

diferenciação das células germinativas. Possivelmente, isto se deve ao fato de as células de 

Sertoli perderem a polaridade. Quando em cultura com componentes da membrana basal, a 

célula de Sertoli resgata em parte sua polaridade e suporta algumas células germinativas, no 

entanto isto não é suficiente para permitir a diferenciação destas células (Hadley et al., 1985). 



                                                                                                                                                     

 

 

  

 Dentre as várias substâncias secretadas pelas células de Sertoli há uma classe de 

proteínas reguladoras, que embora sejam produzidas em pequena quantidade, possuem 

importante papel bioquímico. Estas glicoprotéinas funcionam como fatores de crescimento ou 

fatores parácrinos e incluem o hormônio anti-Mülleriano, a inibina e o ligante c-kit. As 

células de Sertoli podem secretar ainda peptídeos bioativos como, por exemplo, a 

prodinorfina e nutrientes ou metabólitos intermediários. Evidências experimentais sugerem 

que o lactato e o piruvato secretado pelas células de Sertoli são as principais fontes de energia 

para as células germinativas (França & Chiarini-Garcia, 2005) 

 As células de Sertoli e as células germinativas interagem também através do sistema c-

kit ligante e receptor (Yoshinaga et al., 1991; Ohta et al., 2000; revisões em de Rooij & 

Grootegoed, 1998; de Rooij, 2001).  C-kit é um proto-oncogen encoberto pelo receptor 

tirosina-quinase (Sette et al., 2000). Durante a fase inicial de desenvolvimento fetal, o ligante 

é expresso pelas células germinativas primordiais, sendo importante para o sucesso de 

migração das mesmas para as gônadas, enquanto o receptor é expresso pelos gonócitos. No 

entanto, após a formação do testículo o ligante c-kit é expresso pelas células de Sertoli e o 

receptor c-kit é expresso principalmente pelas espermatogônias do tipo A em fase de 

diferenciação. Desta forma, via célula de Sertoli, o c-kit é bastante importante para a 

proliferação destas espermatogônias (França & Chiarini-Garcia 2005). É importante ressaltar 

que o receptor c-kit é expresso nas células germinativas desde espermatogônias diferenciadas 

a paquíteno, contudo, apesar de ser controverso (Hofmann & Dym, 2005), aparentemente as 

espermatogônias indiferenciadas não apresentam este receptor, sendo assim identificadas 

como células c-kit negativas (Ohta et al., 2000).  

Além do sistema c-kit, o fator neurotrófico derivado de célula da glia (GDNF), 

membro da família TGF-β (fator de crescimento e transformação) que promove a 

sobrevivência e diferenciação de alguns tipos de neurônios, é também importante para a 

proliferação das células germinativas (Meng et al., 2000). Este fator também  é expresso pelas 

células de Sertoli, enquanto as espermatogônias-tronco expressam o receptor Ret tirosina- 

quinase e a família de receptor α1 de GDNF (GFRA1). Quando ocupado por GDNF, GFRA1 

dimeriza e forma um complexo com GDNF e Ret e, dessa forma, o Ret ativado medeia a 

resposta intracelular (Dym & Feng, 2005). Segundo He et al. (2007), GFRA1 é um 

componente importante do complexo GFRA1/RET e a inativação parcial do receptor Ret pelo 

silenciamento de GFRA1 pode seqüencialmente bloquear a sinalização intracelular e induzir a 

diferenciação das espermatogônias tronco (He et al.2007). A superexpressão do GDNF pelas  



                                                                                                                                                     

 

 

 

células de Sertoli promove acúmulo de espermatogônias-tronco nos túbulos seminíferos e 

seminoma (tumor sem metástase) no testículo. Pela sua importância na proliferação das 

espermatogônias-tronco, a manipulação experimental do GDNF e de seus receptores é uma 

abordagem promissora para ajudar pacientes humanos que apresentam hipo-espermatogênese 

(França & Chiarini-Garcia, 2005). 

Chen et al. (2005) demonstraram que ERM (molécula relacionada a fatores de 

transcrição da família Ets), é expresso exclusivamente nas células de Sertoli e é necessária 

para o controle transcripcional do nicho da espermatogônia-tronco. Camundongos com 

alteração em ERM tem perda na auto-renovação das espermatogônias-tronco com bloqueio na 

diferenciação espermatogênica normal, além de apresentar uma depleção progressiva de 

células germinativas. Hess et al. (2006) demonstraram que GDNF mantém as 

espermatogônias tronco no período perinatal, contudo, ERM seria o fator essencial para a auto 

renovação das células tronco do testículo de animais púberes e adultos. Dessa forma, este 

estudo sugere que o nicho espermatogonial pode mudar com a idade. 

 A BMP4 (proteína morfogênica do osso), é produzida pela célula de Sertoli e os 

receptores ALK3 (receptores serina-treonina-quinase) e R-Smad 5 são especificamente 

expressos nas células germinativas primordiais e nas espermatogônias  do tipo A.  BMP4 é 

expressa no testículo pós-natal e está envolvida com a diferenciação das espermatogônias 

(Pellegrini et al, 2003). As proteínas morfogênicas do osso, BMPs, pertencem a um grupo de 

proteínas da família de TGFβ (fator de crescimento e transformação) que inclui BMP2, 

BMP4, BMP7 e o fator de crescimento e diferenciação 5 (GDF5) (Massague & Chen, 2000). 

A interação de BMP4 e seu receptor ALK3 regula uma via de transdução de sinal que induz a 

expressão de c-kit seguido da diferenciação da espermatogônia-tronco (Pellegrini et al, 2003). 

  Estudos primários com Caenorhabditis elegans e Drosophila demonstraram que os 

receptores transmembrana da família Notch têm importantes funções na sinalização celular 

durante o desenvolvimento (Berry et al., 1997). Genes do sistema Notch têm sua expressão 

confirmada no testículo de roedores. Os três receptores Notch, Notch,1-3, são encontrados em 

espermatogônias. A célula de Sertoli expressa somente o receptor Notch 2. Os ligantes Notch, 

Delta 1 e Jagged 1 são localizados nas espermatogônias e células de Sertoli, respectivamente 

(Dirami et al., 2001). A presença de receptores Notch e dos ligantes Notch nas 

espermatogônias e nas células de Sertoli indicam que essas células são capazes de 

interagirem, e que a sinalização via Notch é necessária na espermatogênese (Hayashi et al., 

2001).  



                                                                                                                                                     

 

 

 

1.6 - Transplante de espermatogônias 

O transplante de espermatogônias é uma abordagem experimental que consiste na 

remoção de células-tronco do testículo de um animal doador e a transferência das mesmas 

para o testículo de um receptor, aonde estas células irão se desenvolver e formar 

espermatozóides maduros com características genéticas do doador. A técnica de transplante 

de espermatogônias foi inicialmente utilizada em camundongos por Brinster e colaboradores 

(Brinster & Avarbock, 1994; Brinster & Zimmermann, 1994) e tem proporcionado enormes 

possibilidades para o estudo tanto da biologia da célula tronco quanto do processo 

espermatogênico em si e das interações entre células de Sertoli e as células germinativas, 

além de pesquisas em potencial na preservação de espécies e medicina reprodutiva (Dym, 

1994; Parreira et al., 1998 e 1999; Hausler & Russell, 1999; França & Russell, 2000; Izadyar 

et al., 2000; Griswold et al., 2001; McLean et al., 2001; Meachem et al., 2001; Brinster, 2002; 

Dobrinski, 2005a,b; Khaira et al., 2005; McLean, 2005). Recentemente, o Laboratório de 

Biologia Celular do ICB/UFMG tem realizado com sucesso o transplante de espermatogônias 

singênico (entre a mesma espécie) e xenogênico (entre espécies diferentes), utilizando-se a 

tilápia nilótica (Oreochromis niloticus) como receptor (Lacerda et al., 2006).  

Portanto, o futuro do transplante de células germinativas é bastante promissor. A 

possibilidade de melhoramento do potencial reprodutivo de animais de produção, através da 

manutenção por tempo indeterminado do estoque genético de machos com alto valor 

zootécnico, é bastante viável. Da mesma forma, a reprodução e a preservação do plasma 

germinal de espécies ameaçadas de extinção poderão ser feitas através do transplante de 

espermatogônias-tronco para espécies filogeneticamente próximas. Alternativamente, estas 

células podem ser congeladas até que um receptor adequado para manter a linhagem 

germinativa seja encontrado. Nagano et al. (2001) mostraram ser possível produzir 

camundongos transgênicos através da transdução retroviral de células tronco germinativas. 

Esta rota de engenharia genética, juntamente com a recombinação homóloga das células 

germinativas (Guillaudeux et al., 2000; Celebi et al., 2002), além de ser mais simples e barata 

do que a modificação de células tronco embrionárias, facilita bastante a produção de animais 

transgênicos, conforme demonstrado em experimentos realizados recentemente por Kanatsu-

Shinohara et al. (2005). Além de depender de um receptor adequado, o sucesso do transplante 

de espermatogônias também varia com a escolha de um doador apropriado. Como o sucesso 

depende diretamente da transferência das espermatogônias-tronco – Ais – para o receptor, 

quanto maior for o número destas células maior a probabilidade do sucesso do transplante.  



                                                                                                                                                     

 

 

 

Neste sentido, ultimamente têm sido utilizados como doadores animais cujo epitélio 

seminífero não possui ainda células germinativas em fases mais avançadas (espermatócitos e 

espermátides) e que possuem conseqüentemente maior número relativo de espermatogônias. 

Como exemplo, tem sido utilizados animais criptorquídicos adultos e animais pré-púberes 

(Shinohara et al., 2000), bem como camundongos adultos deficientes em vitamina A ou 

aqueles cujos testículos sofreram hipertermia (McLean et al., 2002). Portanto, em condições 

normais, para se obter quantidade adequada de espermatogônias tronco, grande número de 

animais jovens devem ser sacrificados (Ogawa et al, 1997). Desta forma, seria bastante 

vantajoso encontrar uma abordagem experimental na qual o número de espermatogônias 

indiferenciadas nos animais doadores jovens fosse mais elevado. 

 

1.7 - Efeitos dos hormônios tireoidianos no testículo 

 Os hormônios tireoidianos são sintetizados e secretados pelas células epiteliais 

foliculares da tireóide. Os dois hormônios tireoidianos ativos são a triiodotironina (T3) e a 

tetraiodotironina ou tiroxina (T4). Os mesmos têm efeito em praticamente todos os sistemas 

do corpo, incluindo os envolvidos no crescimento e no desenvolvimento normais. As 

estruturas do T3 e T4 diferem somente por um único átomo de iodo. Embora o T3 seja mais 

ativo que o T4, quase toda a liberação hormonal da tireóide é de T4. Dessa forma, via enzima 

5´-iodase, nos tecidos-alvos, há a conversão de T4 em T3. Os tecidos-alvo também convertem 

uma parte do T4 em T3 reverso (rT3), que é inativo. Essencialmente, o T4 serve como 

precursor para o T3, e as quantidades relativas de T4 convertidas em T3 e rT3 determinam a 

quantidade de hormônio ativo que é produzido no tecido-alvo (Costanzo, 2004). 

As ações biológicas de T3 e T4 são mediadas através dos receptores dos hormônios 

tireoidianos (TRs), que pertencem a superfamília do receptor nuclear do ácido retinóico/ 

esteróides. TRs são fatores de transcrição dependentes de ligante, codificado por dois 

diferentes genes, TRα e TRβ, localizados em humanos nos cromossomos 17 e 3, 

respectivamente. As  isoformas de TR que ligam T3, são derivadas dos genes TRα  e TRβ. 

Cada isoforma TR tem uma via de expressão tecido-específica. TRs regulam a transcrição por 

ligarem os hormônios tireoidianos a elementos responsivos (TREs) como heterodímeros ou 

homodímeros em regiões promotoras de genes alvo de T3.  A atividade transcripcional de TR 

depende não somente do tipo de TRE mas também de proteínas co-repressoras e co-

ativadoras (Suzuki & Cheg, 2003). Ambos os genes TRα e TRβ podem sofrer splicing 

alternativo e nove isoformas peptídicas podem ser isoladas. Três peptídios funcionais têm 



                                                                                                                                                     

 

 

sido identificados: α1 (THA1) de TRα, β1 (THB1) e β2 (THB2) de TRβ. As seis isoformas 

restantes não possuem a porção de ligação ao DNA e/ou domínio de ligação ao ligante, e suas 

funções não são claras (Holsberger et al., 2005a). Em ratos, as principais isoformas funcionais 

de TR são  TRα1 e TRβ1 (Cooke, 1996). O mRNA de TRα1 é abundante no testículo em 

desenvolvimento. Além disso, o mRNA de TRα2 e TRα3 também são expressos nas células 

de Sertoli, contudo, ambas isoformas não medeiam a sinalização de T3 uma vez que não são 

responsivas a esse hormônio (Holsberger et al., 2005a). Entretanto, segundo Macchia et 

al.(2001), o TRα2 liga o hormônio tireoidiano a elementos responsivos na ausência de um 

ligante e, como resultado, o mesmo pode ser antagonista constitutivo na sinalização de T3 

capaz de silenciar parcialmente a expressão gênica mediada por T3 (Macchia et al.,2001). 

Além disso, todas as ações de T3 mediadas através de TRβ no testículo são mediadas através 

de TRβ1 (Holsberger et al., 2005a). 

 De acordo com Cooke (1996) e Buzzard et al. (2000), o TRα1 é expresso no núcleo 

das células de Sertoli em proliferação, diminuindo sua expressão de forma coincidente com a 

fase em que estas células cessam sua atividade mitótica. Experimentos feitos com 

camundongos knockout para as isoformas α e β do TR (TRαK0 e TRβK0, respectivamente) 

mostraram que T3 é incapaz de induzir  a abertura do lume dos túbulos seminíferos no 

camundongo TRαK0, mas não no camundongo TRβK0, sugerindo que a sinalização através 

de TRα1 é a via  principal pela qual T3 promove a maturação normal da célula de Sertoli 

(Holsberger et al., 2005a). Buzzard et al. (2000) mostraram a presença dos receptores TRα1 

nas células de Leydig, bem como  a ocorrência dos mesmos em espermatogônias 

intermediárias e espermatócitos em paquíteno . Estes resultados sugerem que os hormônios 

tireoidianos são importantes para a função testicular nos animais adultos, funcionando, 

provavelmente, como moderador para a sobrevivência das células germinativas (Buzzard et 

al., 2000). 

 O PTU (6-propil-2- tiouracil) é uma droga bociogênica que inibe a captação de iodo e 

a síntese de tiroxina (T4) na glândula tireóide e também inibe a deiodinação periférica do 

hormônio T4 em T3 (Cooke & Meisami, 1991). Estudos demonstraram que o hipotireoidismo 

neonatal transitório, causado pelo PTU, é capaz de aumentar significativamente o número de 

células de Sertoli, o peso dos testículos e a produção espermática em ratos, camundongos, 

hamsters, galos domésticos e tilápias (Cooke, 1991; Cooke & Meisami, 1991; Cooke et al., 

1992; Cooke et al., 1993; Hess et al., 1993; Joyce et al., 1993; Cooke et al., 1994; Kirby et al., 

1996; Matta et al., 2002; Jansen 2007). Estudos mais detalhados nos animais tratados com  

 



                                                                                                                                                     

 

 

PTU mostraram que a redução na concentração dos hormônios tireoidianos torna mais lenta a 

transição da fase proliferativa para a fase madura e não mitogênica da célula de Sertoli, 

resultando em prolongamento da fase mitogênica e aumento da população adulta de células de 

Sertoli (Van Haaster et al., 1992; Joyce et al., 1993; França et al., 1995; Cooke, 1996). 

 No entanto, resultados paradoxais foram encontrados em suínos tratados com PTU nos 

primeiros meses após o nascimento (Silva Jr., 2000; Cooke et al., 2005). Nesta espécie, o 

hipotireoidismo induzido pelo PTU reduziu significativamente o número de células de Sertoli 

em animais adultos. Por outro lado, dependendo da dosagem utilizada, a administração 

neonatal de T3 aumentou ou reduziu o número destas células. Segundo Silva Jr. (2000) e 

Cooke et al. (2005), estes resultados sugerem que diferenças nos mecanismos de regulação da 

proliferação das células de Sertoli, através dos hormônios tireoidianos, podem ocorrer entre as 

diversas espécies de mamíferos. Desta forma, particularidades relacionadas com a influência 

temporal de outros tipos celulares presentes no testículo tais como as células de Leydig, não 

podem ser descartadas. 

 Nos experimentos que utilizaram ratos como modelo experimental, os animais 

receberam PTU através do leite materno na fase de aleitamento. Com esta finalidade, o PTU 

foi colocado na água de beber das ratas em concentrações que variaram de 0,006 a 0,1% 

(Cooke & Meisami, 1991; Cooke et al., 1993). Durante o período de tratamento observou-se 

diminuição marcante no peso corporal dos animais tratados, cerca de 50% em ratos e 57% em 

camundongos, conseqüente à redução na concentração plasmática de hormônios tireoidianos, 

permanecendo nos animais adultos uma diferença de 15 a 25% do peso corporal em relação 

aos animais controle. Entretanto, nos ratos adultos que foram tratados com PTU nas primeiras 

semanas de vida pós-natal, o peso testicular e a produção espermática diária aumentaram em 

83% e 140%, respectivamente (Kirby et al., 1992; Hess et al., 1993; Cooke at al., 1994; Joyce 

et al., 1993). Segundo Cooke et al. (1991), em ratos o hipotireoidismo neonatal não promove 

alterações na espermatogênese ou na qualidade do espermatozóide produzido, observando-se 

somente elevação da produção espermática. 

 O prolongamento da fase mitótica, e conseqüentemente do período imaturo das células 

de Sertoli, devido ao tratamento com PTU, resulta em retardo na abertura do lume dos túbulos 

seminíferos e inabilidade destas células em sustentar estágios avançados do desenvolvimento 

das células espermatogênicas. Isto acarreta degenerações das células germinativas e 

diminuição do tamanho dos testículos neste período (França et al., 1995). O marcante 

contraste entre os efeitos negativos do tratamento com PTU na fase inicial do 

desenvolvimento testicular e os eventuais efeitos positivos no testículo adulto indica que o 



                                                                                                                                                     

 

 

período que se segue ao término do tratamento deve ser de acentuadas modificações. Desta 

forma, déficits no desenvolvimento testicular tais como atraso na formação do lume tubular, 

aumento da degeneração das células germinativas e diminuição do diâmetro tubular, 

induzidos pelo tratamento com o PTU são reversíveis; e, após o término do tratamento, o 

testículo apresenta significativas alterações que vão acompanhar o aumento de tamanho do 

testículo adulto e a produção espermática, quando o animal retoma o estado eutireóidico 

(Cooke et al., 1994).  

 Neste contexto, pelo fato da célula de Sertoli ter a capacidade de suporte relativamente 

fixa para células espermatogênicas, de maneira espécie-específica, o aumento da população de 

células de Sertoli propicia a maior disponibilidade de nichos, resultando em aumento na 

proliferação das células germinativas, bem como de outros tipos celulares do testículo (Hess 

et al., 1993; França et al., 1995). Assim, fica evidente que os hormônios tireoidianos são 

responsáveis pela maturação das células de Sertoli, exercendo papel muito importante para a 

função testicular durante o período de desenvolvimento pós-natal dos testículos (Van Haaster 

et al., 1992; Cooke et al., 1994; França et al., 1995; Cooke, 1996). Contudo, é importante 

ressaltar que os níveis de FSH e LH ficam reduzidos durante o período de tratamento e após o 

término do mesmo. No entanto, apesar dos níveis de andrógenos estarem baixos durante o 

tratamento, nos animais adultos os mesmos apresentaram-se normais. Segundo Kirby et al. 

(1992), paradoxalmente a maior proliferação das células de Sertoli nos animais tratados com 

PTU ocorre na presença de concentrações baixas de FSH. O tratamento com PTU diminui 

ainda os níveis séricos de GH (hormônio do crescimento) e PRL (prolactina) e induz aumento 

de 14 vezes nos níveis de TSH (hormônio estimulante da tireóide) circulante (Kirby et al. 

1992). Estudos in vitro, mostraram que os hormônios tireoideanos inibem diretamente as 

mitoses das células de Sertoli estimulada por FSH, estimulando a produção de mRNA de 

proteínas secretórias características de células de Sertoli mais diferenciadas (Cooke et al, 

1994). Apesar dos estudos serem ainda incipientes, merece ser ressaltado que os hormônios 

tireoidianos também alteram funcionalmente os componentes da membrana basal e as células 

peritubulares mióides (Arambepola et al., 1998; Loveland et al., 1998; Ulisse et al., 1998). 

Segundo Miranda (2002), o FSH é capaz de aumentar aditivamente o número de células de 

Sertoli em ratos Wistar tratados durante o período neonatal com PTU. No entanto, 

provavelmente em decorrência da maior produção de fluido tubular pelas células de Sertoli, e 

o desenvolvimento não proporcional da porção inicial dos ductos excurrentes (dúctulos 

eferentes e segmento inicial do epidídimo), que limita a reabsorção adequada deste fluido, o 

processo espermatogênico é comprometido nestes animais. Desta forma, o aumento acentuado 



                                                                                                                                                     

 

 

do número de células de Sertoli em animais tratados com PTU + FSH compromete a função 

espermatogênica em decorrência de fatores extratesticulares (Miranda, 2002). 

 De maneira antagônica aos efeitos do hipotireoidismo, elevadas concentrações de T3 

em ratos imaturos levam à redução no número de células de Sertoli, da produção espermática 

e do peso testicular nos animais adultos, em virtude da diminuição do período mitogênico e 

aceleração do processo de maturação das células de Sertoli (van Haaster et al., 1993). Altas 

doses de T3, induzindo o hipertireoidismo, administradas durante a fase inicial do período 

pós-natal, estimulam a produção de inibina imunorreativa e também de inibina bioativa, 

através das células de Sertoli, resultando em níveis baixos de FSH e redução do período de 

proliferação destas células (van Haaster et al., 1993). Estudos em cultura de células de rato 

mostram que o T3 inibe a atividade mitótica das células de Sertoli, além de estimular 

diretamente a produção de mRNA de inibina βB e clusterina, proteínas essas que são 

excelentes marcadores de diferenciação in vivo. Esses resultados indicam que o T3 promove 

diretamente a diferenciação das células de Sertoli neonatais com concomitante alteração na 

proliferação e atividade secretória dessas células. Desta forma, ao lado do FSH, o T3 pode ser 

considerado como importante regulador endócrino da célula de Sertoli (Cooke et al. 1994). 

 Os mecanismos moleculares pelos quais T3 induz a parada de proliferação e a saída da 

célula de Sertoli do ciclo celular não são conhecidos. A progressão do ciclo celular é regulada 

por ciclinas e quinases dependentes de ciclina; estas por sua vez são reguladas por inibidores 

específicos de quinase dependente de ciclina (CDKIs) como os da família INK4  e Kip/Cip 

(Holsberger et al., 2003). A supressão de p27 (inibidor de quinase dependente de ciclina) 

estende a proliferação da célula de Sertoli e, em última análise, aumenta o tamanho do 

testículo adulto, o número de células de Sertoli e a produção espermática. Entretanto, o 

hipertireoidismo aumenta bastante a expressão de p27 na célula de Sertoli, em comparação 

com os observados nos camundongos hipotireoidicos (Holsberger et al., 2003). Estudos 

recentes mostraram que os hormônios tireoidianos estimulam os inibidores de quinase 

dependentes de ciclina (CDKIs) p27Kip e p21Cip1. Desta forma, em comparação com o grupo 

controle, camundongos Knockout para as proteínas p21 (p21KO), p27 (p27KO) e para ambas 

as proteínas (DBKO), mostraram significativo aumento do peso testicular. Esses dados 

sugeriram que p27 e p21 provavelmente exerciam papel inibitório na regulação do número de 

células de Sertoli e que a perda de CDKI produz inicialmente aumento primário no número de  

 

célula de Sertoli por testículo e aumento secundário na produção espermática diária e peso 

testicular. De fato, além de terem demonstrado estes efeitos, a perda de ambos CDKIs 



                                                                                                                                                     

 

 

resultaram em efeito aditivo na produção espermática diária e peso testicular, indicando que 

essas CDKI desempenham importante papel no desenvolvimento testicular (Holsberger et al., 

2005b). 

Embora tenha sido demonstrado que os hormônios tireoidianos regulam a expressão 

p27Kip e p21Cip1, nem o gene de p27Kip nem o de p21Cip1 possuem elementos responsivos aos 

hormônios tireoidianos, sugerindo que T3 afeta as CDKIs por um mecanismo indireto, 

possivelmente regulando uma janela do ciclo celular que controla a degradação dessas 

CDKIs. Dessa forma, por conter um motivo específico que reconhece a fosforilação de p27Kip 

e de p21Cip1 e que induz a ubiquitilação desses genes através do recrutamento do complexo 

enzimático SCFSkp2, a Skp2 foi considerada como uma importante proteína na regulação da 

atividade mitótica das células de Sertoli. Estes resultados sugerem fortemente que os 

hormônios tireoidianos inibem a atividade de Skp2, regulando assim a proliferação das 

células de Sertoli (Holsberger et al., 2005c). Vale ressaltar que os testículos de camundongos 

knockout para Skp2 apresentam menor número de células de Sertoli, provavelmente devido 

aos aumentos dos níveis de p27Kip e de p21Cip1 (Holsberger et al., 2005c). 

Além de seus efeitos sobre a população de células de Sertoli, o tratamento com PTU 

também influencia o número e a função das células de Leydig (Hardy et al., 1993; Antony et 

al., 1995; Hardy et al., 1996; Mendis-Handagama et al., 1998; Teerds et al., 1998; Mendis-

Handagama & Ariyaratne, 2004). Estudos morfométricos indicaram que o número de células 

de Leydig em animais tratados com PTU foi 70% maior do que nos animais controle. No 

entanto, tanto o tamanho destas células quanto o número de receptores para LH e o potencial 

esteroidogênico das mesmas estavam reduzidos (Hardy et al., 1993), justificando o não 

aumento nas concentrações plasmáticas de testosterona nos animais tratados. Mendis-

Handagama et al. (1998) demonstraram que, no período neonatal, ratos tratados com PTU 

apresentam prolongamento da fase de proliferação das células mesenquimais, retardando o 

início da diferenciação em células precursoras de células de Leydig. Assim, um maior número 

de células mesenquimais se diferencia nestas precursoras após a suspensão do tratamento com 

PTU. No entanto, em suínos adultos tratados com PTU no período neonatal, o número total de 

células de Leydig e as concentrações plasmáticas de testosterona não foram alterados, 

mostrando que o padrão de proliferação e de maturação das células de Leydig em suínos 

difere substancialmente daquele observado em ratos (Silva Jr., 2000; Cooke et al., 2005). 

 

 

 



                                                                                                                                                     

 

 

 

2- JUSTIFICATIVA E OBJETIVOS 

 

Dentre os trabalhos desenvolvidos até o presente momento, utilizando como modelo 

experimental o hipotireoidismo neonatal, foram poucos aqueles que estudaram os efeitos 

desta condição sobre as células germinativas (Hess et al., 1993; Meisami et al., 1994; Maran 

et al., 1999; Miranda, 2002). Hess et al. (1993) demonstraram que o número de 

espermatócitos em leptóteno aumentou 93% e o número de espermátides arredondadas elevou 

cerca de 84%, acompanhado por um nítido aumento do peso testicular e da produção 

espermática no adulto. Estudo desenvolvido por Simorangkir et al. (1997) é um dos poucos 

que avalia as células da linhagem espermatogonial sob condições de hipotireoidismo. Estes 

autores estudaram o desenvolvimento das células germinativas no testículo de ratos imaturos 

sob esta condição experimental e verificaram que há um prejuízo no desenvolvimento das 

células germinativas durante os primeiros 30 dias pós-natais. Este trabalho não fez distinção 

entre os grupos de espermatogônias indiferenciadas e diferenciadas. Um outro estudo, in 

vitro, mostra que o hormônio tireoidiano (T3) regula negativamente a expressão da molécula 

de adesão de célula neural (NCAM) e afeta a adesão dos gonócitos em cultura gonócito-célula 

de Sertoli (Laslett et al., 2000). Tal fato é particularmente atrativo, pois demonstra a 

importância da interação gonócito-célula de Sertoli durante o desenvolvimento dos gonócitos. 

Estes achados in vitro sugerem a possibilidade do T3 influenciar outros aspectos do 

desenvolvimento gonócito-célula de Sertoli em neonatos, incluindo, mas não limitando, a 

expressão de fatores adesivos importantes para a interação dessas células. Estudos utilizando 

hibridização in situ e imunohistoquímica mostraram que mRNA para os receptores de 

hormônios tireoidianos foram expressos especificamente nas células germinativas, 

principalmente espermatogônias, sugerindo que os mesmos possuem importante papel na 

regulação dos estádios iniciais do desenvolvimento de células germinativas em camundongos 

(Mu & Liu, 1998). No entanto, até o presente momento, não existem dados concretos na 

literatura a respeito dos efeitos do hipo e hipertireoidismo neonatal sobre as células da 

linhagem espermatogênica, particularmente espermatogônias.  

Pelo fato de a célula de Sertoli interagir funcionalmente com as células tronco 

espermatogonial e provavelmente constituir o nicho destas células, além de fornecer 

importantes fatores que possivelmente controlam a auto-renovação e/ou diferenciação das 

mesmas, vários estudos sustentam a hipótese de que a célula de Sertoli regula a manutenção  

 



                                                                                                                                                     

 

 

 

do pool de espermatogônias-tronco (revisão em Li & Xie, 2005). Desta forma, considerando 

que a célula de Sertoli pode ser o principal elemento controlador do nicho espermatogonial, o 

presente trabalho pretende investigar os diferentes tipos espermatogoniais sob as condições de 

hipo e hipertireoidismo no intuito de correlacionar as modificações ocorridas na 

diferenciação/maturação das células de Sertoli com a cinética espermatogonial, do nascimento 

à idade adulta. Particularmente, pretendemos nesta investigação estudar o período durante o 

desenvolvimento pós-natal do testículo de camundongos, no qual ocorrerá maior 

disponibilidade de nichos de espermatogônias tronco. Eventualmente, estas espermatogônias 

podem ser utilizadas para aumentar a eficiência do transplante de células germinativas. 

 Desta forma, com a finalidade de se investigar a biologia dos diferentes tipos de 

espermatogônias de camundongos C57BL/6J sob as condições de hipo e hipertireoidismo em 

diferentes idades, do nascimento fase adulta, os seguintes parâmetros serão avaliados: 

• biometria e morfometria dos testículos, incluindo-se o percentual ocupado no 

parênquima testicular pelos núcleos das células de Sertoli e diferentes tipos 

espermatogoniais; 

• morfologia dos gonócitos e dos diferentes tipos espermatogoniais; 

• cálculo do volume nuclear, volume citoplasmático, bem como volume celular 

dos gonócitos e das espermatogônias indiferenciadas e diferenciadas (A1, A2, 

A3, A4, In, B); 

• cinética espermatogonial através do cálculo do número de espermatogônias 

indiferenciadas (Ais, Apr, Aal) e diferenciadas (A1, A2, A3, A4, In, B); 

• investigação de uma idade durante o desenvolvimento pós-natal do testículo de 

camundongos, com maior disponibilidade de nicho/espermatogônias tronco, 

para que se tenha um doador eficiente de espermatogônias tronco, com a 

finalidade de melhorar  a técnica  do transplante de espermatogônias; 

• investigação do grau de diferenciação das células de Sertoli e a correlação 

deste aspecto com a formação do lume tubular e diâmetro tubular; 

•  cálculo do número de células de Sertoli por testículo; 

• determinação das relações quantitativas (razões) entre os diferentes tipos 

celulares constituintes do epitélio seminífero nos camundongos com 100 dias 

de idade e cálculo da produção espermática diária. 

 



                                                                                                                                                     

 

 

 

3.   MATERIAL E MÉTODOS 

 

3.1 - Animais e tratamento 

No presente estudo utilizaram-se camundongos machos da linhagem C57BL/6J, 

procedentes do biotério do Instituto de Ciências Biológicas da UFMG. Dois diferentes 

tratamentos foram efetuados e as metodologias relacionadas aos mesmos estão detalhadas a 

seguir. No entanto, merece ser ressaltado que no total foram utilizados 152 camundongos nas 

diferentes idades, considerando-se os grupos controle (n = 63), hipotireóideo (n = 57), e 

hipertireóideo (n = 32).  

 

3.1.1 - Experimento I - Hipotireoidismo 

  O PTU (6-propil- 2- tiouracil, Laboratório Sigma) foi a droga empregada para induzir 

o hipotireoidismo neonatal transitório nos camundongos. Esta droga, utilizada na 

concentração de 0,1% (p/v), foi adicionada na água de beber das mães lactantes durante os 

primeiros 20 dias, ou seja, do nascimento da ninhada até 20 dias pós-parto. Desta forma, a 

droga ingerida pela mãe foi transferida para os animais recém-nascidos através do leite 

materno, promovendo severo hipotireoidismo nesses animais (Kirby et al., 1992). Com a 

finalidade de melhorar a palatabilidade do PTU, que tem sabor bastante amargo, foi 

adicionado cerca de 10 gotas de adoçante (Adocyl) por litro de solução, na água de beber das 

mães lactantes. As mães dos animais do grupo controle receberam somente água. Os animais 

foram sacrificados nas idades de 5, 10, 15, 20, 28, 37, 70 e 100 dias. Somente os animais 

controle foram sacrificados com 1 dia de idade. O número amostral (n) variou de 4 a 6 

animais por grupo experimental e idade. 

 

3.1.2 - Experimento II - Hipertireoidismo 

 Os camundongos receberam diariamente injeções intraperitoniais de 100µg T3/Kg de 

peso corporal do dia 1 ao 15 e também foram sacrificados nas idades de 5, 10, 15, 20, 28, 37 e 

100 dias. Devido a alta mortalidade dos animais submetidos ao tratamento com T3 (~75%), e 

o fato de termos tido grandes dificuldades de completarmos todos os grupos experimentais, os 

animais sacrificados na idade de 37 dias (n=4) receberam injeções intraperitoniais de 50µg 

T3/Kg de peso corporal do dia 1 ao 15. No entanto, mesmo com a redução da dose, observou-

se considerável índice de mortalidade (~60%). O hormônio T3 (Laboratório Sigma) foi 

dissolvido em 0,025 N NaOH em salina (Van Haaster et al., 1993). Os camundongos tratados  



                                                                                                                                                     

 

 

 

com T3 foram sacrificados nas idades de 5, 10, 15, 20, 28, 37 e 100 dias. Portanto, neste 

grupo experimental, não foram sacrificados camundongos com 70 dias de idade. Os animais 

controle do experimento com o hormônio T3 (Experimeno II) foram os mesmos do 

Experimento I. 

 

3.2. Coleta e processamento dos testículos 

Em função do pequeno porte dos camundongos das idades de 1 e 5 dias, os testículos 

desses animais foram fixados por imersão. Estes camundongos receberam injeção 

intraperitonial do anestésico tiopental sódico, na dosagem de 30 mg/kg de peso corporal. Em 

seguida, os testículos foram retirados e fixados em glutaraldeído a 5% em tampão cacodilato 

0,05M, pH 7,3, durante 24 horas. Após esta etapa, os testículos foram pesados, colocados no 

mesmo tampão e armazenados em geladeira, até o momento da inclusão.  

Já os testículo dos camundongos das demais idades investigadas (10, 15, 20, 28, 37, 70 

e 100 dias) foram fixados por perfusão intra-ventricular esquerda. Aproximadamente 15 

minutos antes da perfusão os animais receberam heparina (125 UI/Kg de peso corporal). O 

plano anestésico foi obtido por meio de injeção intraperitoneal de tiopental. Posteriormente, 

um cateter (22G = 1 mm) foi introduzido no ventrículo esquerdo e o leito vascular foi 

perfundido com solução salina 0,9%, a uma pressão de aproximadamente 80 mmHg. Após a 

retirada do sangue iniciou-se a perfusão com glutaraldeído a 5% em tampão cacodilato 

0,05M, pH 7,3. Após esta etapa que teve duração de aproximadamente 20 a 30 minutos, os 

testículos foram retirados, pesados e recortados em fragmentos de 1 a 2 mm de espessura. 

Estes fragmentos foram re-fixados por imersão no mesmo tipo de fixador por mais 12 a 24 

horas, a 4º C. 

Após a fixação primária e lavagens em tampão cacodilato por 60 minutos, os 

fragmentos dos testículos dos animais de todas as idades (1 a 100 dias) foram pós-fixados em 

ósmio reduzido (tetróxido de ósmio a 1%, ferrocianeto de potássio a 1,5% em tampão 

cacodilato 0,05M em pH 7,3) a 4ºC por 90 minutos. Após desidratação em álcool e acetona, 

estes fragmentos foram incluídos em resina Araldite (EMS). Cortes semi-finos de 

aproximadamente 1µm de espessura foram obtidos no micrótomo rotativo Leica RM 2165. Os 

cortes histológicos foram corados com azul de toluidina- borato de sódio a 1%, montadas com 

entellan (Laboratório Merck), e analisadas em microscópio Olympus. 

Para cada animal investigado, o índice gonadossomático, IGS, (relação percentual 

entre a massa testicular e o peso corporal) foi estimado. 



                                                                                                                                                     

 

 

 

3.3 - Caracterização morfológica dos diferentes tipos de espermatogônia e célula de 

Sertoli 

Esta caracterização foi feita a partir de cortes transversais de túbulos seminíferos, em 

todas as associações celulares ou estádios do CES nos animais pós-púberes, onde todas estas 

associações estão claramente definidas, e também nos camundongos imaturos (de 5 a 28 dias 

de idade). Desta forma, as espermatogônias indiferenciadas (Ais, Apr e Aal) e diferenciadas 

(A1-4) foram morfologicamente caracterizadas, com o objetivo de comparar a morfologia e 

evolução das mesmas nos diferentes grupos experimentais e também com aquelas de animais 

imaturos. O principal critério utilizado para verificar a estrutura das mesmas, sob a 

microscopia de luz, foi a morfologia nuclear que se baseou em: (1) na forma e posição do 

núcleo; (2) na presença e na disposição da heterocromatina; (3) na granulosidade da 

eucromatina; e (4) no grau de compactação do nucléolo (Chiarini-Garcia & Russell, 2001). 

 Também neste contexto, com a finalidade de se avaliar o grau de diferenciação das 

células de Sertoli, foi avaliada a morfologia destas células nos animais controle e naqueles 

submetidos aos tratamentos com PTU e T3, nas diferentes idades investigadas. 

Com o intuito de se investigar a evolução do processo espermatogênico nos diferentes 

grupos experimentais, nos animais com 5, 10, 15, 20 e 28 dias de idade, que ainda não 

apresentam espermatogênese completa, também foi avaliado o tipo de célula germinativa 

mais avançada no processo espermatogênico. Este tipo de avaliação não foi feita nos animais 

recém-nascidos pelo fato dos mesmos apresentarem somente gonócitos nos cordões 

seminíferos (De Rooij & Van Disel-Emiliani, 1997). 

 
3.4- Análises morfométricas 

 
Todas as análises morfométricas que serão detalhadas nos próximos itens seguiram o 

mesmo padrão e metodologias previamente descritas por Neves et al., 2002; França & 

Godinho, 2003; Leal et al., 2004; Leal & França, 2006; Almeida et al., 2006. Entre 4 e 6 

animais foram avaliados para cada idade, nos três diferentes grupos experimentais 

investigados. 

 

3.4.1 - Percentual de túbulos seminíferos com lume e com apoptose 

  Com o objetivo de investigar a formação do lume tubular nos camundongos nas idades 

de 5 a 37 dias, e nos diferentes tratamentos, 100 secções transversais de túbulos/cordões 

seminíferos foram avaliados por animal. Desta forma, a seguinte classificação foi estabelecida:  



                                                                                                                                                     

 

 

 

túbulos sem lume/sem vacuolação (SV), túbulos com vacúolos (V), túbulos com lume pequeno 

(LP) e túbulos com lume grande (LG). Esses resultados foram expressos em porcentagem. 

 Pelo fato da idade de 15 dias ser um momento crítico para o desenvolvimento testicular 

de camundongos, no qual as células de Sertoli estão em fase de diferenciação/maturação 

(Vergouwen et al., 1991), o percentual de túbulos seminíferos com células germinativas em 

apoptose foi também avaliado nesta idade. Com esta finalidade, 100 secções transversais de 

túbulos/cordões seminíferos foram quantificadas por animal. 

 

3.4.2 - Proporções volumétricas (%) e volumes dos componentes do testículo 

As proporções volumétricas foram estimadas utilizando-se ocular com retículo com 

441 intersecções (pontos) por campo, em aumento de 1000x. Em virtude do tamanho da área 

dos cortes histológicos, o número de campos estudados variou com as idades. Assim, para os 

animais das idades de 1, 5, 10 e 15 dias foram analisados 30 campos, perfazendo um total de 

13230 pontos. Já para os animais com 20 dias de idade e entre 28 a 100 dias, foram analisados 

40 (17640 pontos) e 80 campos (35280 pontos), respectivamente. Todos estes campos foram 

escolhidos ao acaso. Dos componentes testiculares foram avaliados gonócitos, os diferentes 

tipos espermatogoniais, espermatócito em pré-leptóteno e células de Sertoli. Pelo fato de ter 

sido considerada uma idade crítica (ver resultados e discussão), os vasos (diagnosticados 

como capilar, artéria, veia e vaso linfático) foram avaliados nos camundongos com 10 dias de 

idade.  

Para cálculos subseqüentes e quando pertinente, o volume de cada componente 

testicular avaliado, expresso em µL, foi estimado a partir do conhecimento do volume líquido 

do testículo. O valor deste último foi obtido subtraindo-se do peso bruto do testículo o peso da 

túnica albugínea: média de 3,5% por animal/idade investigada (dados do Laboratório de 

Biologia Celular, ICB/UFMG). Como a densidade do testículo é muito próxima de 1 (1,03 a 

1,04; França, 1991), o peso do testículo foi considerado igual ao seu volume. O volume de 

cada um destes componentes foi calculado conforme fórmula abaixo: 

                                                                      100

.XV
V T=   

 
onde:   V = volume de um determinado componente no testículo (µL) 

            VT = volume total do parênquima testicular (µL) 

            X = porcentagem ocupada por um determinado componente no testículo (%) 

 



                                                                                                                                                     

 

 

 

3.4.3 – Diâmetro tubular  

O diâmetro tubular médio por animal foi obtido a partir da mensuração ao acaso de 10 

a 20 secções transversais de túbulos seminíferos que apresentaram contorno o mais circular 

possível, utilizando-se ocular micrométrica de 10x, com aumento final de 400x. 

 

3.4.4 - Cálculo do volume nuclear das células germinativas e células de Sertoli 

O volume nuclear dos gonócitos, espermatogônias, espermatócito em pré-leptóteno e 

das células de Sertoli foi mensurado utilizando-se a seguinte fórmula: 

                                                                          
3

3

4
RVn π=  

onde: Vn = volume nuclear (µm3)  

 π = 3,1416 

  R = raio nuclear (diâmetro nuclear / 2) 

O diâmetro nuclear médio representa ao valor médio dos diâmetros de 30 a 40 núcleos 

para cada tipo celular avaliado por animal, nas diferentes idades investigadas. Como o núcleo 

das espermatogônias possui forma normalmente ovóide, as mesmas tiveram o diâmetro maior 

e menor mensurados e o valor médio calculado. Da mesma forma, as células de Sertoli 

também tiveram seus diâmetros maior e menor medidos. Neste tipo de avaliação, somente as 

células de Sertoli com nucléolo evidente foram consideradas. Estes diâmetros foram medidos 

com o auxílio de ocular micrométrica de 10x da Olympus, acoplada a objetiva de 100x, 

resultando em aumento final de 1000x. 

 

3.4.5 - Número de células de Sertoli por testículo 

 De posse do volume nuclear (µm3) das células de Sertoli, da proporção volumética 

(%) das mesmas no testículo, e do volume total (µL) ocupado por estas células no testículo, 

foi estimado o número de células de Sertoli por testículo, conforme fórmula abaixo: 

                                                                            
Vn

V
NCs =  

 

onde: NCs = número de células de Sertoli  no testículo (x106) 

V    = volume total de células de Sertoli no parênquima testicular (µL) 

Vn  = volume nuclear da célula de Sertoli (µm3) 

 

 



                                                                                                                                                     

 

 

 

3.4.6 – Volume individual das células germinativas 

O cálculo do volume individual dos gonócitos, dos diferentes tipos espermatogoniais e 

dos espermatócitos em pré-leptóteno foi investigado empregando-se retículo com 441 

intersecções (pontos), em um total de 20 células por tipo celular, em aumento de 1000x. 

Pontos sobre o citoplasma e o núcleo destes tipos celulares foram contados por animal, com a 

finalidade de se determinar a proporção (%) entre núcleo e citoplasma. De posse do volume 

nuclear estimado previamente, foi possível calcular o volume citoplasmático e, 

conseqüentemente, o volume individual (volume celular), dos tipos celulares avaliados. Estes 

valores foram expressos em micrômetros cúbicos. Conforme os cálculos: 

 

                    Volume citoplasmático  =        % citoplasma x volume nuclear  

                                                                                      % núcleo 

 

                      Volume celular   =    volume nuclear + volume citoplasmático 

 

3.4.7 - Número de células germinativas por testículo 

De posse do volume individual (µm3) das células germinativas avaliadas (gonócitos, 

espermatogônias e espermatócitos primários em pré-leptóteno), da proporção volumética (%) 

das mesmas no testículo, e do volume total (µL) ocupado por estas células no testículo, foi 

calculado o número destas células por testículo, conforme fórmula abaixo: 

                                                                    
Vn

V
NC =  

 

onde: NC = número de célula no testículo (x106) 

V    = volume celular no parênquima testicular (µL) 

Vc  = volume celular individual (µm3) 

 

É importante ressaltar que a partir da idade de 10 dias, o número absoluto de cada tipo 

espermatogonial foi corrigido pela freqüência do estádio em que a mesma ocorre. 

 

3.4.8 - Contagem do número de células germinativas e de células de Sertoli por secção 

transversal de túbulo seminífero  

   



                                                                                                                                                     

 

 

 

  Esta análise teve como principal objetivo fornecer dados para se investigar 

quantitativamente a evolução do processo espermatogênico através de índices ou razões 

celulares, na idade de 100 dias. As contagens dos diferentes tipos celulares investigados 

foram obtidas em 10 (raramente 5) secções transversais de túbulos seminíferos, com perfis o 

mais arredondado possíveis no estádio VII do ciclo do epitélio seminífero no aumento de 

1000x. Os seguintes tipos celulares foram avaliados: 

• Espermatogônias do tipo A 

• Espermatócitos primários em pré-leptóteno 

• Espermatócitos primários em paquíteno 

• Espermátides arredondadas 

• Nucléolo de célula de Sertoli 

    Todas as contagens celulares da linhagem espermatogênica obtidas foram corrigidas 

para o diâmetro nuclear ou nucleolar (célula de Sertoli) e espessura do corte histológico, 

utilizando-se a fórmula de Abercrombie (1946), modificada por Amann & Almquist (1962), 

conforme segue: 

 

Espessura do corte 
Número corrigido = contagem obtida x  
 
                                                         Espessura do corte +                  DM   2  -      DM   2 

                                                                                                               2                  4  
 
 

O diâmetro nuclear médio (DM) representou a média dos diâmetros de 10 núcleos de 

células germinativas por estádio e por animal. Estes diâmetros foram medidos com o auxílio 

de ocular micrométrica de 10x, acoplada à objetiva de 100x, propiciando aumento final de 

1000x. 

 As contagens de células de Sertoli foram corrigidas para o diâmetro nucleolar e 

espessura dos cortes histológicos, utilizando-se a mesma metodologia empregada para a 

correção do número de células germinativas. Desta forma, foram quantificados somente 

células de Sertoli com nucléolo visível, os quais tiveram seus diâmetros medidos da mesma 

forma citada para as células germinativas. 

 

3.4.9 - Razões entre números celulares 

  



                                                                                                                                                     

 

 

 

 Para se estimar a eficiência do processo espermatogênico e da célula de Sertoli foram 

calculadas as razões entre os números corrigidos de células espermatogênicas e entre estas 

últimas e as células de Sertoli. As seguintes razões baseadas nas contagens feitas no estádio 

VII foram obtidas: 

• Espermatócitos primários em pré-leptóteno/espermatogônias do tipo A 

(coeficiente de eficiência de mitoses espermatogoniais) 

• Espermátides arredondadas/espermatogônias do tipo A (rendimento geral da 

espermatogênese) 

• Espermatócitos primários em paquíteno/espermatócitos primários em pré-

leptóteno 

• Espermátides arredondadas/espermatócitos primários em paquíteno (índice 

meiótico) 

• Espermátides arredondadas/nucléolos de célula de Sertoli (eficiência da célula 

de Sertoli) 

 

3.4.10 - Cálculo da produção espermática diária por testículo e por grama de testículo 

Esta estimativa foi feita de acordo com França (1992), utilizando-se a seguinte 

fórmula: 

 

PED = Nº total de células de Sertoli por Testículo x ICS x frequência do estádio VII (%) 

                                                     Duração do estádio VII (dias) 

 

onde:   PED = produção espermática diária;  

            ICS = número de espermátides arredondadas por célula de Sertoli no estádio VII. 

 

 Para se obter a PED por grama de testículo, a PED foi dividida pelo peso líquido do 

testículo. A duração do estádio VII foi baseada na duração do ciclo do epitélio seminífero 

estimada para camundongos C57BL/6J (Avelar et al., 2003). 

 

3.5- Análises estatísticas 

 Os resultados obtidos foram analisados com auxílio do programa “Excel for 

Windows”, sendo estimadas as médias, desvios padrões e erros padrões da média. Os dados 



                                                                                                                                                     

 

 

obtidos foram expressos como média erro padrão da média (EPM). As médias para os 

diversos parâmetros avaliados, nos três diferentes grupos experimentais investigados, foram 

analisadas através de ANOVA, utilizando-se o teste Student-Newman-Keuls do programa 

STATISTICA 3.11 (StatSoft, Inc., Tulsa, Oklahoma, USA, 1995). O nível de significância 

considerado foi de p<0,05. 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



                                                                                                                                                     

 

 

 

4.   RESULTADOS 

 

4.1 - Pesos corporal, testicular e índice gonadossomático 

Os dados referentes ao peso corporal dos camundongos controle e tratados com PTU e 

T3 estão ilustrados na Figura 3A. Conforme pode ser observado nesta figura, o peso corporal 

foi semelhante entre os tratamentos (p>0,05) nos animais sacrificados nas idades de 5 a 15 

dias. Aos 20 dias, somente o tratamento com T3 foi capaz de diminuir (p<0,05) o peso 

corporal. Contudo, a partir de 28 dias de idade, o peso corporal dos animais controle foi 

sempre maior (p<0,05) do que o dos animais submetidos aos diferentes tratamentos. 

 Os valores médios obtidos para o peso testicular e índice gonadossomático (IGS) estão 

também ilustrados na Figura 3. Conforme pode ser observado na Figura 3B, em comparação 

com o grupo controle os animais tratados com PTU apresentaram maior peso testicular 

(~30%) na idade de 10 dias (p<0,05), o qual apresentou-se reduzido (p<0,05) nas idades de 20 

e 28 dias. No entanto, esta tendência foi oposta nos animais adultos (70 e 100 dias) tratados 

com PTU, que apresentaram maior peso para este órgão (p<0,05). Já os animais tratados com 

T3, quando comparados com os dois outros grupos experimentais, apresentaram peso 

testicular sempre menor (p<0,05) partir de 15 dias de idade. 

Em comparação com os grupos controle e tratado com T3, o índice gonadossomático 

(Figura 3C) dos animais que receberam PTU foi maior (p<0,05) entre 5 e 15 dias de idade e 

nos animais adultos. Por outro lado, seguindo tendência semelhante ao observado para o peso 

testicular, nos camundongos tratados com T3 o IGS foi sempre menor (p<0,05) a partir de 20 

dias de idade. 

 

4.2 - Análise histomorfométrica do testículo 

4.2.1 - Diâmetro tubular, formação do lume e presença de apoptoses 

 A partir de 10 dias de idade o diâmetro dos túbulos seminíferos dos animais tratados 

com PTU mostrou-se sempre menor (p<0,05) do que o dos animais controle e tratados com 

T3 (Figuras 4, 6-8). Em contraste, nos animais tratados com T3, os valores observados para o 

diâmetro tubular foram maiores (p<0,05) nas idades entre 5 e 15 dias e aos 37 dias quando o 

processo espermatogênico já está completo em todos os grupos (Figura 8A-C), e espermátides 

maduras em processo de espermiação são observadas. De maneira interessante, na idade de 

100 dias há uma equiparação (p>0,05) entre os diâmetros tubulares nos três grupos 

experimentais investigados. 



                                                                                                                                                     

 

 

  

 Quanto à formação do lume, que é um importante marcador funcional que retrata o 

grau de diferenciação e secreção de fluido pelas células de Sertoli, nenhum cordão seminífero 

apresentava processo de luminação até os 5 dias de idade (Figuras 6A-D e 9A). Aos 10 dias 

de idade, somente os camundongos tratados com T3 apresentavam luminação, que foi 

evidenciada, em diferentes graus, em cerca de 70% dos cordões/túbulos avaliados (Figs. 6G e 

9B). Já nos animais sacrificados aos 15 dias, aqueles hipotireoídeos continuavam sem 

luminação aparente, enquanto nos controles cerca de 15% de túbulos possuíam lume (Figs. 

7A-B e 9C). Surpreendentemente, nos camundongos hipertireóideos houve uma redução de 

cerca de 20% dentre aqueles túbulos que haviam apresentado luminação (Figs. 7C e 9C), 

redução esta drasticamente acentuada aos 20 dias, quando somente 15% dos túbulos 

apresentavam lume (Figs. 7F e 9D). Conforme será visto adiante, esta tendência foi revertida 

aos 28 dias. Ainda aos 20 dias, os cordões seminíferos dos animais hipotireóideos 

permaneceram sem lume. Por outro lado, aumento significativo no percentual dos mesmos 

(~15% para ~60%) ocorreu nos controles (Figs. 7D-E e Fig. 9D). Aos 28 dias, período que 

antecede a instalação completa do processo espermatogênico, ocorreu pela primeira vez o 

aparecimento de lume nos animais tratados com PTU, apesar do percentual observado (~30%) 

ter sido significativamente menor (p<0,05) se comparado com a presença de lume (~60%) nos 

de túbulos seminíferos dos animais controles e tratados com T3 (Figs. 7G-I e 9E). Finalmente, 

aos 37 dias, quando espermatozóides já são formados nos três grupos experimentais 

investigados, praticamente todos os túbulos mostraram lume (Figs. 8A-C e 9F), ainda que o 

mesmo tenha apresentado tamanhos diferentes, sendo notadamente menor nos animais 

tratados com PTU. O total de túbulos seminíferos apresentando lume, nas diferentes idades e 

nos três grupos experimentais investigados, está sumarizado na Fig. 10. 

 Os resultados encontrados para túbulos/cordões seminíferos com apoptoses mostraram 

que pouco mais de 20% destes túbulos/cordões apresentam células germinativas em 

degeneração, enquanto este percentual é cerca de 32% e 35% nos animais tratados com T3 e 

PTU, respectivamente. Merece ser ressaltado que somente foi avaliado a presença ou não de 

apoptoses e não o número das mesmas por seção transversal de túbulos/cordões. 

 

4.2.2 - Morfometria das células de Sertoli 

 O tamanho do núcleo das células de Sertoli reflete o grau de diferenciação e a 

atividade funcional destas células. Os dados referentes ao volume nuclear destas células, 

obtidos a partir da mensuração do diâmetro nuclear, estão mostrados na Figura 11. Conforme  



                                                                                                                                                     

 

 

 

pode ser evidenciado, nas idades de 10 e 15 dias, os animais hipertireóideos apresentaram 

maiores (p<0,05) volumes nucleares em comparação com os demais grupos experimentais. 

Aos 20 dias, os valores observados para este parâmetro encontraram-se intermediários 

(p<0,05) entre àqueles obtidos para os grupos controle e hipotireóideo. Seguindo esta 

tendência de diminuição gradual, nos camundongos tratados com T3 e avaliados nas duas 

idades subseqüentes (28 e 37 dias), o volume do núcleo da célula de Sertoli foi menor 

(p<0,05) do que o dos controles e dos animais tratados com PTU (somente aos 37 dias). Aos 

100 dias, os valores obtidos para os dois grupos tratados apresentaram-se reduzidos (p<0,05), 

em comparação com o de camundongos controles. De forma interessante, houve um certo 

paralelismo entre os resultados obtidos para o processo de luminação dos cordões seminíferos 

e volume do núcleo da célula de Sertoli. Desta forma, entre 10 e 20 dias, época em que não 

apresentavam lume, o volume nuclear foi menor nos camundongos hipotireóideos, 

particularmente aos 20 dias (p<0,05). 

 O número total de células de Sertoli por testículo não mostrou diferenças significativas 

(p>0,05) nas três condições experimentais avaliadas, aos 5 dias de idade (Figura 12). No 

entanto, a partir de 10 dias, o número destas células permaneceu sempre maior (p<0,05) nos 

animais tratados com PTU e menor (p<0,05) naqueles que receberam T3. Provavelmente pelo 

fato de ter sido tratado com doses menores de T3, merece ser ressaltado que aos 37 dias nos 

camundongos deste grupo valores mais elevados para o número total de células de Sertoli por 

testículo.  

De maneira geral, após aumentos significativos (p<0,05) nas idades anteriores 

avaliadas (1, 5 e 10 dias) a partir de 15 dias de idade observa-se tendência forte de 

estabilização no número de células de Sertoli por testículo nos três diferentes grupos 

experimentais. No entanto, merece ser ressaltado que nos camundongos tratados com T3 não 

houve diferença entre 5 e 10 dias após o tratamento (p> 0,05) e que, em comparação com 100 

dias, o número de células de Sertoli foi menor (p<0,05) na idade de 20 dias. Conforme já foi 

salientado, neste tratamento o número de células de Sertoli foi significativamente maior 

(p<0,05) aos 37 dias, em comparação com as demais idades. 

 

4.2.3 - Morfologia dos gonócitos e espermatogônias e tipo celular mais avançado nas 

diferentes idades avaliadas 

A análise histológica dos testículos mostrou que com 1 dia de idade somente gonócitos 

foram observados no epitélio seminífero. Estas células germinativas apresentavam morfologia  



                                                                                                                                                     

 

 

 

clássica com núcleo grande (ver Tab. 1) e claro (sem heterocromatina) e até três nucléolos 

(Fig. 5) e com citoplasma também mais claro (Figura 6A). Os gonócitos encontravam-se 

preferencialmente no centro dos cordões seminíferos ou migrando em direção a base dos 

mesmos, sendo este aspecto denotado através da observação da emissão de prolongamentos 

destes gonócitos em direção à membrana basal.  

A morfologia das espermatogônias (Fig. 5), tanto nos animais jovens quanto nos 

adultos e nos diferentes grupos experimentais investigados, não divergiu do observado por 

Chiarini-Garcia & Russell (2001) em animal adulto. Desta forma, não nos deteremos no 

presente estudo na descrição detalhada das mesmas. É importante ressaltar, no entanto, que 

um tipo de espermatogônia em particular, designada de vacuolada (Fig. 5), foi observado nos 

animais investigados a partir de 5 dias de idade nos três grupos experimentais. Por 

apresentarem características semelhantes as espermatogônias alinhadas descritas por Chiarini-

Garcia & Russell (2001) e também por apresentar de maneira geral tamanho próximo àquele 

das espermatogônias mais iniciais, no presente trabalho estas células foram agrupadas como 

espermatogônias indiferenciadas. 

Com 5 dias de idade, nos animais controle e tratados, as células germinativas mais 

avançadas foram as espermatogônias diferenciadas com características morfológicas 

semelhantes àquelas do tipo A3, descritas por Chiarini-Garcia & Russell (2001), (Figura 6B-

D). Aos 10 dias de idade, células espermatogênicas na fase inicial da prófase meiótica I 

(espermatócitos-primário em pré-leptóteno) já eram observados nos três grupos 

experimentais. Vale ressaltar que nesta idade já se tem indícios da organização dos diferentes 

tipos de células germinativas em associações celulares ou estádios característicos do CES de 

camundongos (Figura 6E-G). Conforme pode ser notado na Figura 7A-C, nos animais 

controle e tratados com 15 dias de idade as células germinativas mais avançadas foram os 

espermatócitos primários em paquíteno. Este tipo celular é o que apresenta a duração 

nitidamente mais longa durante a prófase meiótica, perfazendo ~82% de um CES (8,7 dias) 

em camundongos C57 (Avelar et al.,2003), ocorrendo um grande aumento no diâmetro 

nuclear destas células. Neste contexto, o diâmetro nuclear destes espermatócitos foi 

semelhante (p>0,05) nos animais controle e tratados com PTU, apresentando maior diâmetro 

nuclear (p<0,05) naqueles que receberam T3. Este dado sugere que o processo 

espermatogênico destes animais sofreu uma ligeira aceleração, se comparado com os animais 

controles e tratados com PTU da mesma idade. No entanto, conforme será mostrado adiante, 

os tratamentos podem eventualmente alterar o tamanho das células germinativas. De maneira  



                                                                                                                                                     

 

 

 

geral, principalmente nas primeiras semanas, em uma análise qualitativa, os camundongos 

hipotireóideos apresentavam mais apoptoses, como por exemplo na Figura 7B. 

Com exceção dos camundongos hipotireóideos, cujas células continuavam ainda na 

fase de paquíteno aos 20 dias de idade tanto nos animais controle quanto naqueles tratados 

com T3 as células germinativas mais avançadas foram as espermátides arredondadas na fase 

1, que se encontravam no estádio I do CES (Figura 7D-F). Com quatro semanas de idade, 

quase todos animais controle (5 em 6) apresentaram como célula germinativa mais avançada 

as espermátides em alongamento na fase 9-10, e, à semelhança dos animais que receberam 

T3, somente um animal controle apresentou espermátide em alongamento na fase 13. Por 

outro lado, nos camundongos tratados PTU, denotando perceptível atraso na evolução do 

processo espermatogênico, as espermátides na fase 7-8 foram observadas (Figura 7G-I). De 

maneira interessante, aos 28 dias de idade não foi fato incomum observar nos animais 

controle e tratados com T3 assincronia no ciclo do epitélio seminífero como, por exemplo, 

figuras de meiose associadas com espermátides em alongamento na fase 9, bem como 

espermátocitos secundários associados a espermátides alongadas na fase 10. A partir de 37 

dias de idade, todos os tipo celulares, incluindo-se aí espermatozóides, estavam presentes nos 

túbulos seminíferos dos animais controles e tratados (Figura 8A-H), valendo salientar que 

aqueles tratados com PTU apresentavam ainda poucos túbulos seminíferos com espermiação. 

 

4.2.4 - Morfometria dos gonócitos, das espermatogônias e de espermatócitos primários 

em pré-leptóteno 

4.2.4.1 - Volumes celular, nuclear e citoplasmático 

 Os dados inerentes ao tamanho das espermatogônias e dos espermatócitos primários 

em pré-leptótenos, nas diferentes idades e grupos experimentais investigados, estão ilustrados 

na Figura 13 e 14. Já as Tabelas 1-8 mostram, além do volume celular, os diâmetros 

nucleares, tamanhos do núcleo e do citoplasma dos gonócitos e das 

espermatogônias/espermatócitos. Devido o grande número de dados, neste item específico 

procuraremos nos ater a tendência predominante dos resultados obtidos para as diferentes 

idades e grupos experimentais. Por outro lado, o número das células investigadas, também 

mostrado nas Tabelas 1-8, será contemplado em item subseqüente.  

 Conforme já foi salientado, aos 5 dias de idade o tipo celular mais avançado nos três 

grupos estudados foi a espermatogônia do tipo A3. A Figura 13A mostra que o volume das 

espermatogônias indiferenciadas (Aind + Avac) foi diferente (p<0,05) nos três grupos  



                                                                                                                                                     

 

 

 

investigados, sendo maior nos controles e menor nos camundongos tratados com T3 que 

também apresentaram menor (p<0,05) volume celular das espermatogônias diferenciadas (A1-

3). A mesma tendência encontrada para o volume celular dos diversos tipos de 

espermatogônias foi observada para o volume nuclear e citoplasmático. 

 Conforme mostrado na Figura 13, a curva de volume dos diferentes tipos celulares 

investigados mostra tendência bastante semelhante para as diferentes idades avaliadas e 

também para os diferentes grupos experimentais, incluindo-se aí a idade de 5 dias na qual, 

conforme já salientado, o tipo celular mais avançado foi a A3. Desta forma, considerando-se a 

média obtida para os diferentes grupos experimentais e as várias idades investigadas, ocorreu 

crescimento gradual de cerca de 25%, de espermatogônias indiferenciadas até espermatogônia 

do tipo A2 (de ~400µm3 a ~500µm3). A partir daí até espermatogônias do tipo B, decréscimo 

de pouco mais de 30% foi observado (de ~500µm3 a ~330µm3). Posterior diminuição, com 

semelhante magnitude (~30%), ocorreu de espermatogônia do tipo B para espermatócitos 

primários (pré-leptótenos) na fase inicial da meiose (de ~330µm3 a ~230µm3). De maneira 

geral, tendência semelhante foi observada para os valores referentes aos volumes nucleares e 

citoplasmáticos (Tabs. 1 a 8), conforme ilustrado para os volumes nucleares de 

espermatogônias indiferenciadas para espermatogônias do tipo A2 (de ~300µm3 a ~370µm3). 

Deve ser ressaltado que para estes tipos celulares em particular o volume nuclear foi 

proporcionalmente bastante elevado e compreendeu cerca de 75% do volume celular total. 

Este mesmo raciocínio é válido para espermatogônia do tipo A4, cujo volume nuclear também 

representou ¾ do volume celular (~310µm3 de ~420µm3). Estes resultados sugerem 

fortemente que esta elevada proporção se aplica a todas as espermatogônias de camundongos. 

Por outro lado, mostrando uma tendência diferente para a meiose, o núcleo dos 

espermatócitos primários em pré-leptóteno representa cerca de 2/3 do volume celular 

(~155µm3 de ~230µm3). 

Em relação aos diferentes tratamentos foi possível observar que, nas idades de 10 e 15 

dias (Figura 13), com raras exceções, os volumes das células espermatogênicas avaliadas 

foram bastante próximos (p>0,05). Por outro lado, nas demais idades investigadas, de maneira 

geral, em contraste com os animais controles, os camundongos tratados com T3 apresentaram 

os menores (p<0,05) volumes celulares, enquanto os animais que receberam PTU 

apresentaram volume celular semelhante ou inferior aos controles, exceto pra 20 dias, em que 

nestes animais hipotireóidicos alguns tipos celulares apresentaram o maior volume (Figuras  

 



                                                                                                                                                     

 

 

 

13 e 14). Desnecessário seria comentar que os volumes nucleares e citoplasmáticos seguiram 

praticamente as mesmas tendências (Tabs. 1 a 8).  

Exceto para as idades de 5 e 10 dias, um resultado que merece ser comentado foi o 

fato das espermatogônias do tipo A indiferenciadas terem tendência muito forte de 

apresentarem menores volumes celular e nuclear, em comparação com as outras 

espermatogônias do tipo A (A1-A4), nos três grupos experimentais investigados. 

 

4.2.4.2 - Número total de espermatogônias e de espermatócitos primários em pré-

leptóteno por testículo 

 Os valores obtidos para o número de células germinativas estão mostrados nas Figuras 

15 e 16 e nas Tabelas de 1 a 8. Conforme pode ser observado, aos 5 dias, exceto para 

espermatogônias do tipo Aind e A3, o número dos outros tipos celulares presentes nesta idade 

(A1 e A2) foi maior (p<0,05) nos camundongos hipotireóideos em comparação com os 

animais controles (Fig. 15A). Apesar de normalmente não apresentarem significância 

estatística, os valores encontrados para os animais hipertireóideos ficaram num patamar 

intermediário entre àqueles de camundongos tratados com PTU e os controles. 

Particularmente para o grupo controle, o número de gonócitos por testículo, obtido ao 

nascimento, foi praticamente o dobro (0,5x105 vs. 0,24x105) do valor encontrado para 

espermatogônias indiferenciadas e semelhante (0,5x105 vs. 0,6x105) ao número total de 

espermatogônias do tipo A, nos animais com 5 dias de idade (Tab. 1). Estes resultados 

sugerem que parte dos gonócitos se diferenciou em espermatogônias enquanto outros 

provavelmente sofreram apoptose. 

 Vale ressaltar, que exceto para as idades de 1 e 5 dias, nas demais idades avaliadas o 

número total de espermatogônias indiferenciadas foi dividido por 8,7 dias que é a duração de 

um CES em camundongos C57 (Avelar et al., 2003). Este divisor arbitrariamente escolhido 

partiu do conhecimento de que estas espermatogônias estão presentes, em menor ou maior 

número, em todos os estádios do CES (ver Fig. 2). Portanto, os números obtidos para este tipo 

espermatogonial devem ser considerados como valores relativos. Já o divisor utilizado para os 

demais tipos de células germinativas (A1 a Pl) foi o da duração específica do (s) estádio (s) no 

qual (is) estes tipos aparecem. Neste caso específico, os valores encontrados são mais 

próximos daqueles que seriam reais. 

À semelhança do item anterior, devido o grande número de dados, neste item também 

descreveremos a tendência predominante dos resultados obtidos para as diferentes idades e  



                                                                                                                                                     

 

 

 

grupos experimentais. Neste sentido, particularmente na idade de 10 dias, de maneira geral os 

animais hipotireóideos apresentaram maior (p<0,05) número de células germinativas do que 

os outros dois grupos experimentais (Fig. 15B). É importante salientar que o número total de 

espermatogônias do tipo A, incluindo-se aí as indiferenciadas, é significativamente maior nos 

animais tratados com PTU (Tab. 2). Quanto as demais idades investigadas, de maneira geral 

os animais hipotireóideos apresentaram número de células germinativas maior ou igual aos 

controles, contrastando com os camundongos hipertireóideos que mostraram menor (p<0,05) 

número destas células (Figs. 15 e 16). É interessante ressaltar que após a puberdade ocorreu 

uma tendência muito forte dos animais tratados com PTU apresentarem maior número de 

espermatogônias do tipo B e de pré-leptótenos, tendência esta mais nítida nos animais adultos. 

Quanto ao número total de espermatogônias do tipo A nas diferentes idades e grupos 

experimentais, os valores encontrados estão mostrados na Figura 17. Em comparação com o 

grupo controle, em quatro das oito idades investigadas, os animais tratados com PTU 

apresentaram maior número de espermatogônias do tipo A (p<0,05), particularmente, aos 10 

dias de idade a diferença observada foi de quase 100%. Já os camundongos tratados com T3 

só não mostraram menor número (p>0,05) de espermatogônias aos 5 e 37 dias de idade, 

provavelmente devido ao maior número de células germinativas por área (ver diâmetro 

tubular aos 5 dias de idade; Figs. 6B-D e 8A-C) e a menor dose de T3 para os animais 

sacrificados aos 37 dias. Em contraste com os outros dois grupos, cujos números totais de 

espermatogônias mostraram uma curva nitidamente ascendente até o estabelecimento da 

puberdade (37 dias), nos animais tratados com T3 estes valores permaneceram relativamente 

estáveis entre 5 e 15 dias (p>0,05), diminuindo aos 20 dias (p<0,05). No entanto, em relação 

às idades anteriores, maior número total de espermatogônias (p<0,05) foi observado aos 28 

dias de idade. 

 

4.3 - Índices celulares e produção espermática diária 

 Conforme já salientado, os índices celulares foram estimados a partir de números 

corrigidos obtidos de contagens nucleares e nucleolares de células germinativas e somáticas 

presentes nos estádio VII do CES. Desta forma, pode se observar na Tabela 9 que tanto a 

eficiência da célula de Sertoli quanto o índice meiótico foram semelhantes (p>0,05) nos três 

grupos experimentais investigados. Estes índices mostram que aproximadamente 10 

espermátides são suportadas por célula de Sertoli e que 25 a 30% de perdas celulares ocorrem 

durante a prófase meiótica, considerando que quatro espermátides são formadas para cada  



                                                                                                                                                     

 

 

 

espermatócito primário. Por outro lado, a partir dos resultados obtidos para o peso testicular e 

número de células de Sertoli por testículo, em comparação com o grupo controle, a produção 

espermática diária por testículo foi significativamente maior (p<0,05) e menor (p<0,05) nos 

grupos tratados com PTU e T3, respectivamente. Já a produção espermática por grama de 

parênquima testicular foi significativamente maior (p<0,05) nos animais tratados com T3. 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



                                                                                                                                                     

 

 

 

5.   DISCUSSÃO 

 

5.1- Peso corporal 

Embora as dosagens hormonais de T3, T4 e TSH não tenham sido feitas no presente 

trabalho, a evolução do peso corporal dos camundongos investigados neste estudo permitiu 

inferir que os tratamentos com T3 e PTU causaram efeitos no desenvolvimento deste 

parâmetro que se apresentou sistematicamente menor a partir de três (T3) e quatro (PTU) 

semanas após o início do tratamento. Em relação ao PTU, diferente de nossos resultados, 

camundongos Swiss mostraram peso corporal significativamente reduzido já duas semanas 

após o início do tratamento (Joyce et al., 1993). Enquanto uma semana após o final do mesmo 

está redução chegou a quase 60%, valor este bem maior do que ~20% encontrado para 

camundongos C57BL/6J  por nós investigados. No entanto, na idade adulta ocorreu uma 

inversão desta tendência, pois os camundongos C57BL/6J apresentaram quase 30% de 

redução deste parâmetro e os Swiss somente cerca de 20%. Pelo fato da concentração da 

droga utilizada ter sido a mesma (0,1%) em nosso estudo e naquele desenvolvido por Joyce e 

colaboradores, resta inferir que os valores encontrados para o peso corporal devem-se as 

diferenças entre linhagens de camundongos utilizadas e possíveis respostas destas linhagens 

ao tratamento. Para ilustrar este aspecto, o peso corporal de camundongos Swiss adultos é 

cerca de 50% maior do que o de C57BL/6J (Avelar et al., 2007). No nosso conhecimento, não 

existem dados na literatura a respeito do peso corporal em camundongos tratados com T3. 

Comparado ao observado para ratos, cujo peso corporal pode apresentar redução de até 46% 

(Van Haaster et al., 1993), nos camundongos investigados no presente estudo esta redução 

nos animais adultos atingiu o patamar de 32%. 

Pelo fato dos animais tratados com hormônios tireoidianos (T3, T4) ou 

tireoidectomizados apresentarem redução da hipófise, quando comparados aos controles 

eutireóideos (Solomon & Greep,1959; Coulombe et al., 1978), o menor peso corporal 

observado nestes animais após os tratamentos com PTU e T3 pode ser atribuído, pelo menos 

em parte, aos reduzidos níveis de hormônio do crescimento na hipófise (Van Haaster et al, 

1993). 

 

5.2- Peso testicular 

Demonstrando ainda a eficiência dos tratamentos com a droga bociogênica PTU e com 

o hormônio T3, no presente estudo os animais submetidos aos tratamentos apresentaram  



                                                                                                                                                     

 

 

 

alterações no peso testicular. O fato dos camundongos hipotireóideos terem apresentado 

maior peso testicular aos 10 dias de idade provavelmente deveu-se a maior proliferação das 

células de Sertoli e disponibilidade de nichos espermatogôniais, raciocínio este corroborado 

pelo maior IGS nas idades de 5 a 15 dias de idade, enquanto o oposto ocorreu aos 15 dias de 

idade nos animais hipertireóideos, conforme será discutido posteriormente. Já nas idades de 

20 e 28 dias a significativa redução do peso testicular dos animais tratados com PTU, 

semelhante ao observado para ratos (Simorangkir, et al., 1997), provavelmente está 

relacionado com o atraso no desenvolvimento deste órgão devido ao atraso na diferenciação 

dos elementos somáticos do testículo (França et al., 1995), o que é confirmado pelo maior 

peso testicular observado para estes animais na idade adulta (Hess et al., 1993; Joyce et al., 

1993; Cooke et al., 1994). É importante ressaltar que a magnitude do aumento do peso 

testicular induzido pelo PTU é bem menos pronunciada em camundongos do que em ratos, 

conforme observado no presente estudo e por Joyce et al (1993). Contrastando com os 

resultados encontrados para o PTU, nos animais tratados com T3, o peso testicular foi sempre 

reduzido a partir de 15 dias de idade, o que provavelmente retratou uma aceleração no 

processo de maturação das células somáticas do testículo, conforme observado em ratos por 

Van Haaster e colaboradores (1993). 

 

5.3- Análise histomorfométrica do testículo 

5.3.1- Diâmetro tubular e formação do lume 

 O diâmetro tubular é o parâmetro que melhor reflete a evolução do processo 

espermatogênico e o grau de maturação das células de Sertoli, durante o desenvolvimento 

pós-natal do testículo de mamíferos de reprodução não sazonal. Semelhante ao observado na 

literatura para ratos (Simorangkir et al., 1997; Miranda, 2002 e 2006), o diâmetro dos 

cordões/túbulos seminíferos dos animais tratados com PTU mostrou-se sempre menor do que 

o dos animais controle, havendo uma estabilização destes diâmetros aos 100 dias de idade. 

Tal resultado está provavelmente relacionado ao atraso no estabelecimento do processo 

espermatogênico que ocorre devido à maturação/diferenciação mais lenta dos elementos 

somáticos do testículo (França et al., 1995; Simorangkir et al., 1997). Já nos animais tratados 

com T3, os maiores valores observados para o diâmetro tubular, durante o período de 

tratamento, deveram-se a maior secreção de fluido pelas células de Sertoli, conforme será 

visto logo a seguir (Van Haaster et al., 1993). 

 



                                                                                                                                                     

 

 

 

A secreção de fluido testicular através das células de Sertoli, com conseqüente 

formação do lume tubular, é um processo considerado andrógeno-dependente (Sharpe, 2005). 

Desta forma, camundongos adultos knockouts para receptores de andrógenos nas células de 

Sertoli (SCARKO) não apresentam lume tubular (De Gendt et al., 2004). Em condições 

normais, a formação do lume tubular é o melhor indicador morfofuncional do status 

maturacional das células de Sertoli (Russell et al., 1989), e nos camundongos controles por 

nós investigados a instalação deste processo já era evidenciada com duas semanas de idade. 

Embora não tenhamos feito dosagens hormonais, no presente estudo foi demonstrado 

significativo atraso na formação do lume tubular nos animais submetidos ao tratamento com 

PTU, nos quais o aparecimento do mesmo só foi notado aos 28 dias de idade. Por outro lado, 

aos 10 dias os animais tratados com T3 já apresentavam processo de luminação em cerca de 

2/3 dos cordões/túbulos seminíferos, indicando um nítido adiantamento deste processo, em 

comparação com os controles. Conforme esperado, estes resultados confirmam que os 

tratamentos com PTU e T3 são capazes de alterar o processo de maturação/diferenciação das 

células de Sertoli e conseqüentemente a secreção de fluido por estas células (Van Haaster et 

al., 1993; Bunick et al, 1994; França et al., 1995; Simorangkir et al., 1997; Palmero et al., 

1989). Tal fato pode ser resultado dos menores níveis de gonadotrofinas observados nos 

animais tratados com PTU e T3 (Kirby et al., 1992; Van Haaster et al., 1993). Como o mRNA 

para o receptor do hormônio tireoidiano está presente nas células de Sertoli (Palmero et al. 

1989; Jannini et al, 1990), a ação direta da tiroxina não pode ser excluída. 

Um fato intrigante e inesperado foi o drástico decréscimo no lume tubular observado 

nos camundongos tratados com T3 e sacrificados aos 15 e 20 dias de idade. Não temos 

nenhuma explicação plausível para este achado que demonstra exaustão da capacidade de 

secreção de fluido por parte das células de Sertoli, que apresentam menor tamanho nuclear 

neste período conforme será ainda discutido. 

 

5.3.2- Morfometria das células de Sertoli 

O retardamento na maturação das células de Sertoli parece ser a provável causa do 

significativo atraso do crescimento tubular e evolução do processo espermatogênico nos ratos 

e camundongos hipotireóideos (Van Haaster et al., 1992; Joyce et al., 1993; França et al., 

1995). Estes estudos demonstraram que tanto a diferenciação quanto o período de proliferação 

das células de Sertoli foram estendidos, resultando em acentuado aumento no número total 

dessas células, no tamanho do testículo e da produção espermática (Hess et al., 1993; Cooke  



                                                                                                                                                     

 

 

 

et al., 1994), conforme será discutido adiante. Em contraste, o tratamento com T3 causa 

efeitos antagônicos aos observados para o PTU (Van Haaster et al., 1993), agindo 

provavelmente no ciclo celular através da inibição da síntese de DNA e do aumento da 

expressão de p27Kip e p21Cip1 e da a atividade de Skp2 nas células de Sertoli, resultando em 

menor proliferação das mesmas (Palmero et al., 1992; Holsberger et al., 2003; Holsberger et 

al., 2005b; Holsberger et al., 2005c). 

No presente estudo, embora com magnitude diferente da relatada na literatura para 

ratos (Hess et al., 1993; Miranda, 2002 e 2006), foi verificado aumento de cerca de 45% no 

número de células de Sertoli por testículo dos animais tratados com PTU e diminuição de 

~50% nos animais que receberam altas doses de T3. Reforçando a ação dos hormônios 

tireoidianos na diferenciação/maturação das células de Sertoli, deve ser ressaltado que o 

tratamento com a menor dose de T3 resultou em redução de somente ~25% no número destas 

células por testículo, nos camundongos sacrificados aos 37 dias de idade. O fato do número 

de células de Sertoli ter permanecido constante em todos os três grupos experimentais, a partir 

de 15 dias de idade, indica que o prolongamento do período de proliferação das células de 

Sertoli nos animais tratados com PTU não foi evidente conforme ocorre em ratos (Van 

Haaster et al., 1992; França et al., 1995; Miranda, 2006), e mesmo em camundongos Swiss 

(Joyce et al., 1993). Neste sentido, talvez o intervalo de 5 dias por nós investigado neste 

período do desenvolvimento testicular tenha sido relativamente longo. 

À semelhança do observado por Van Haaster et al (1993), cerca de duas semanas após 

o início do tratamento os animais que receberam T3 apresentaram aumento significativo no 

volume nuclear das células de Sertoli. Este resultado confirma a aceleração do processo de 

maturação destas células, o que também é ilustrado através do processo de luminação dos 

túbulos seminíferos, o qual, em contraste com os camundongos hipotireóideos, é mais precoce 

naqueles tratados com T3. Pelo fato do volume nuclear das células de Sertoli ser sempre 

menor após o término dos tratamentos com PTU e T3, pode se sugerir que as alterações nos 

hormônios tireoidianos causaram modificações funcionais nestas células, pelo menos em 

grande parte do período experimental investigado. Por exemplo, ratos tratados com PTU até 

20-25 dias de idade retornam ao estado eutireóideo cerca de quatro semanas mais tarde. No 

entanto, no nosso conhecimento não existem dados conclusivos a este respeito na literatura. 

Um resultado de certa forma inesperado no presente trabalho foi o fato de não ocorrer 

avanços nem atrasos nítidos em relação ao tipo de célula germinativa mais avançada no 

processo espermatogênico em decorrência dos tratamentos com PTU e T3. Pelo menos em  



                                                                                                                                                     

 

 

 

parte, estes achados podem ser justificados pelo fato dos eventos que ocorrem durante o 

desenvolvimento pós-natal do testículo de camundongos serem relativamente rápidos, quando 

se considera que a liberação dos primeiros espermatozóides já ocorre cerca de cinco semanas 

após o nascimento. Portanto, conforme já comentado para a proliferação das células de 

Sertoli, talvez devêssemos utilizar intervalos de tempo mais curtos (ex; 2-3 dias) para este 

tipo de investigação, neste período específico do experimento. Outro aspecto a se considerar, 

seria a análise detalhada da função de outros elementos somáticos importantes do testículo 

tais como células de Leydig e peritubulares mióides, além das células de Sertoli. 

 

5.3.3- Morfometria das células germinativas 

Classicamente na literatura (França, 1991; França et al., 1995; Neves, 2001) é 

mostrado que o volume do núcleo das espermatogônias decresce gradualmente daquelas do 

tipo A até espermatogônias do tipo B. Mesmo em peixes, tais como tilápias (Schulz et al., 

2005) e zebrafish (Cardoso, 2007), esta tendência é também evidenciada. No entanto, nos 

estudos desenvolvidos em mamíferos não foram avaliados o volume celular total nem 

tampouco o volume dos diferentes tipos de espermatogônias A. Particularmente em roedores, 

a não ser em ratos nos quais os volumes nuclear e celular das espermatogônias do tipo A 

(indiferenciadas + diferenciadas), intermediárias e B foram obtidos (França et al., 1995), no 

nosso conhecimento, não existem dados publicados a respeito do tamanho e número dos 

diferentes tipos espermatogoniais (Aind. até A4) de camundongos. Portanto, os resultados por 

nós encontrados, mostrando que tanto o volume nuclear quanto o celular aumenta 

gradualmente de Aind até A2, decrescendo gradativamente até espermatogônias do tipo B em 

todos os grupos e idades avaliadas, são inéditos. Estes resultados podem eventualmente ser 

úteis no auxílio da caracterização e identificação das espermatogônias indiferenciadas, 

particularmente das espermatogônias tronco, através de outras abordagens ou metodologias de 

estudo tais como microscopias confocal e de varredura e programas de análises de imagens. 

Pois, conforme foi mostrado no item de resultados, as espermatogônias do tipo A 

indiferenciadas quase sempre apresentam menor volume nuclear e celular. 

Merece ser ressaltado que Nakagawa et al. (2007) observaram que as espermatogônias 

indiferenciadas podem ser funcionalmente divididas em células tronco reais e potenciais. 

Portanto, o sistema de célula tronco não seria exclusivamente dependente da auto-renovação 

intrínseca da espermatogônia isolada ou tronco real, mas envolveria ampla população com 

potencial de auto-renovação, denominada de células tronco potenciais. Caso ocorra perda da  



                                                                                                                                                     

 

 

 

célula tronco real, espermatogônias tronco potenciais assumiriam o papel de regular a 

homeostase testicular (Nakagawa et al. 2007). 

Quanto as espermatogônias com núcleo vacuolado e por nós consideradas 

indiferenciadas, que foram observadas nos três grupos estudados a partir de 5 dias de idade, 

não temos nenhuma explicação aparente para este achado. A literatura cita que as células de 

Sertoli de ruminantes possuem nucléolo vacuolado ou multivesiculado (Azmi et al., 1990; 

Hess & França, 2005). É especulado que nestas células estes vacúolos, preenchidos por 

material considerado floculento, são margeados por estruturas semelhantes a ribossomos, os 

quais estão freqüentemente associados com os poros do envoltório nuclear e citoplasma, 

sugerindo os autores que os mesmos podem estar envolvidos na síntese e transporte de 

substâncias importantes para a diferenciação das células germinativas (Azmi et al., 1990). 

Certamente, este aspecto observado nas espermatogônias merece uma investigação detalhada 

com a finalidade de se encontrar um significado funcional para o mesmo. 

De forma intrigante, embora mostrando as mesmas tendências observadas para os 

outros dois grupos experimentais, de maneira geral os valores encontrados para os volumes 

nucleares e celulares foram menores nos camundongos tratados com T3. A interpretação 

destes achados é bastante complexa, uma vez que é difícil inferir se os efeitos do tratamento 

com T3 foram diretos nas células germinativas, pois as mesmas apresentam receptores para 

hormônios tireoidianos (Mu & Liu, 1998; Buzzard et al., 2000), ou indiretos via elementos 

somáticos do testículo, particularmente células de Sertoli. Pois, conforme discutido no item 

5.3.2, os tratamentos com PTU e principalmente com T3 pareceram exercer efeitos deletérios 

sobre a função das células de Sertoli.  

Considerando que a célula de Sertoli é o principal elemento regulador do nicho 

espermatogonial (Li & Xie, 2005), o maior número deste importante elemento somático 

resulta, em última análise, em maior disponibilidade de nichos espermatogoniais (Cooke et 

al., 1994c). Desta forma, um dos objetivos principais do presente estudo foi investigar a 

correlação entre o número de células de Sertoli e o número/nichos de espermatogônias 

indiferenciadas nos diferentes grupos experimentais avaliados em diferentes idades. 

Neste contexto, de maneira geral, em contraste com os camundongos tratados com T3, 

os animais que receberam PTU apresentaram maior número de células germinativas. 

Particularmente, nos animais tratados com PTU maior número de espermatogônias 

indiferenciadas foi observado nas idades de 10 dias e 100 dias. Estes resultados sugerem que 

nessas idades e condição experimental, estes camundongos podem ser potencialmente  



                                                                                                                                                     

 

 

 

utilizados como doadores de espermatogônias, otimizando assim a eficiência de transplante de 

espermatogônias. 

Baseado no conhecimento recente de que as espermatogônias indiferenciadas possuem 

localização preferencial adjacente ao interstício, mais especificamente dos vasos sangüíneos 

(Yoshida et al., 2007), e que na idade de 10 dias o número total de espermatogônias 

indiferenciadas foi maior nos animais hipotireóideos, fizemos uma investigação preliminar 

quanto aos componentes vasculares do testículo nos três grupos experimentais, nesta idade 

específica. Esta análise não foi feita levando-se em conta a proximidade direta das 

espermatogônias indiferenciadas com os capilares ou vasos sangüíneos porque, dependendo 

do plano de secção histológica que é em duas dimensões, esta proximidade não 

necessariamente seria observada. Corroborando os achados de Yoshida et al. (2007) que 

utilizaram principalmente técnicas que envolvem análises em três dimensões, nossos 

resultados (Tab. 10) mostraram uma forte tendência de maior percentual e volume absoluto 

dos componentes vasculares nos camundongos hipotireóideos. Da mesma forma, Miranda 

(2002), observou maior valor percentual de vasos sanguíneos nos ratos tratados com PTU e 

sacrificados aos 160 dias de idade. Estes resultados indicam que os capilares ou vasos 

sangüíneos são componentes importantes dos nichos espermatogoniais (Yoshida et al. 2007). 

A análise preliminar dos testículos de camundongos hipotireóideos feita aos 15 dias de 

idade mostrou que maior número de apoptoses foi observada nos animais tratados com PTU e 

T3. No caso dos camundongos hipotireóideos esta maior degeneração celular deveu-se 

provavelmente ao status mais imaturo das células de Sertoli (França et al., 1995), apesar da 

ação direta dos hormônios tireoidianos nas células germinativas não poder ser descartada 

(Buzzard et al., 2000; Miranda, 2006), uma vez que as mesmas também apresentam 

receptores para estes hormônios (Buzzard et al., 2000). Efeitos diretos dos hormônios 

tireoidianos nas células de Sertoli e em outros elementos do testículo, que resultariam em 

apotoses das células germinativas, também não podem ser descartados (França et al., 1995; 

Mendis-Handagama & Ariyaratine, 2004; Miranda, 2006). Pois, por exemplo, conforme foi 

salientado anteriormente, as células de Sertoli de animais tratados com T3 parecem apresentar 

alterações funcionais e, em idades posteriores e principalmente na fase adulta, estas alterações 

provavelmente são, de certa forma, revertidas pelo fato das apoptoses serem pouco 

observadas (Hess et al., 1993; Simorangkir et al.,1997; Miranda, 2002 e 2006). 

 

5.3.4 – Índices celulares e produção espermática diária 



                                                                                                                                                     

 

 

 

A recuperação total dos efeitos dos tratamentos utilizados, sobre a espermatogênese 

dos camundongos C57BL/6J, só foi observada aos 100 dias de idade. Essa inferência baseou-

se principalmente na avaliação de parâmetros considerados muito importantes tais como 

diâmetro tubular e eficiência da célula de Sertoli. Conforme foi demonstrado nesta idade, os 

valores obtidos para estes parâmetros foram semelhantes nos três grupos experimentais 

avaliados. Em ratos, nos quais a puberdade e a maturidade sexual ocorrem em torno de 50 e 

100 dias respectivamente, enquanto em camundongos estes eventos podem ser observados nas 

idades de 37 e 70 dias, a estabilização ou recuperação total dos animais ao tratamento com 

PTU também ocorre mais tardiamente e somente em torno de 160 dias de idade (Miranda, 

2002).  

Conforme citado na literatura e observado no presente estudo para os camundongos 

tratados com PTU, o maior ou menor número de células de Sertoli no testículo em 

decorrência de tratamentos com PTU ou drogas antagonistas de GnRH (hormônio liberador 

de gonadotropina) resulta respectivamente em tendência de diminuição e aumento da 

eficiência destas células (Hess et al., 1993; Miranda 2002 e 2006). Estes resultados devem-se, 

provavelmente, à maior densidade de células de Sertoli no epitélio seminífero e não ao 

comprometimento funcional das mesmas devido ao tratamento infligido (Hess et al.,1993; 

Miranda 2002 e 2006). 

A alteração no número de células de Sertoli e a manutenção em determinado grau da 

eficiência das mesmas resultaram em maiores e menores peso testicular e produção 

espermática diária, nos camundongos tratados com PTU e T3, respectivamente. Resultado 

semelhante foi obtido para camundongos tratados com PTU (Joyce et al., 1993). No nosso 

conhecimento, não existem dados na literatura a respeito da eficiência das células de Sertoli e 

produção espermática em roedores tratados com T3. 

 
 

 
 
 
 
 
 

 

 

 



                                                                                                                                                     

 

 

 
6.   RESUMO E CONCLUSÕES 

 
O FSH e os hormônios tireoidianos (T3 e T4) são responsáveis respectivamente pela 

proliferação e diferenciação das células de Sertoli e o período de atividade mitótica destas 

células é estendido por aproximadamente uma a duas semanas em camundongos e ratos 

tratados com PTU durante o período neonatal. Esta condição leva ao aumento no peso 

testicular, número de células de Sertoli por testículo, número de células germinativas e da 

produção espermática. De maneira antagônica, o hipertireoidismo neonatal induzido pelo T3 

acelera o processo de maturação da célula de Sertoli, diminuindo seu período mitogênico, 

resultando em redução do peso testicular, número de células de Sertoli e produção 

espermática. Dados na literatura sugerem que a célula de Sertoli é o principal elemento 

somático responsável pelos nichos espermatogoniais, nos quais estariam localizadas as 

espermatogônias tronco. Desta forma, os objetivos do presente estudo foram os de se avaliar 

os efeitos do hipo e hipertireoidismo neonatal no desenvolvimento testicular e 

proliferação/diferenciação das células de Sertoli, bem como a correlação destes eventos na 

evolução do processo espermatogênico, produção espermática e número de espermatogônias 

indiferenciadas em camundongos C57BL/6J. Cento e cinqüenta e dois camundongos foram 

utilizados (controle n=63; tratados com PTU n=57; e tratados com T3 n=32). Estes animais 

foram sacrificados nas idades de 1, 5, 10, 15, 28, 37, 70 e 100 dias e tiveram seus testículos 

removidos e fixados em glutaraldeído, incluídos e rotineiramente preparados para 

investigações histomorfométricas. Os camundongos que receberam T3 e PTU apresentaram 

menor peso corporal após o encerramento destes tratamentos. Entretanto, a partir de 10 dias 

de idade, o número de células de Sertoli por testículo foi maior e menor nos animais tratados 

com PTU e T3, respectivamente. Enquanto, provavelmente devido as modificações no 

número de células de Sertoli e manutenção relativa de sua eficiência, a produção espermática 

apresentou esta mesma tendência nos camundongos adultos. O número de espermatogônias, 

particularmente indiferenciadas, foi maior aos 10 e 100 dias de idade nos camundongos 

tratados com PTU, sugerindo que existe maior disponibilidade de nichos espermatogoniais, o 

que pode estar relacionado com o aumento observado para o percentual e volume de vasos 

sangüíneos encontrado aos 10 dias. Provavelmente devido à aceleração e atraso na 

diferenciação das células de Sertoli, o processo de luminação iniciou mais precocemente ou 

foi retardado nos camundongos tratados respectivamente com T3 e PTU. No entanto, as 

alterações observadas no volume nuclear destas células nos camundongos tratados e, 

particularmente a diminuição de cordões/túbulos seminíferos com lume tubular nos animais  



                                                                                                                                                     

 

 

 

tratados com T3 nas idades de 15 e 20 dias, sugerem que as funções das células de Sertoli podem estar 

comprometidas em grande parte do período experimental investigado. Talvez, estas alterações podem 

ter sido a causa do maior número de apoptoses das células germinativas que ocorrem por exemplo aos 

15 dias de idade, pois estas degenerações raramente foram observadas em camundongos adultos 

tratados no período neonatal. Os volumes celulares e nucleares das espermatogônias aumentaram 

progressivamente das espermatogônias indiferenciadas até aquelas do tipo A2, decrescendo 

gradualmente até espermatogônias do tipo B. Tendência esta semelhante nos três grupos experimentais 

investigados. Estes resultados podem, eventualmente, serem úteis na caracterização das 

espermatogônias tronco, uma vez que não existem ainda marcadores específicos para este tipo celular. 

Em conclusão, as investigações feitas no presente estudo, foram capazes de nos fornecer importantes 

dados a respeito da função deste órgão em camundongos C57BL/6J. Especificamente, foi possível 

quantificar o número e volume dos diferentes tipos espermatogoniais e sugerir uma maior 

disponibilidade de nichos de espermatogônias tronco nas idades de 10 e 100 dias, nos animais tratados 

com PTU. Idades estas que potencialmente podem ser utilizadas como ponto de referência para 

melhorar a eficiência do transplante de células germinativas. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



                                                                                                                                                     

 

 

 

7.   ANEXOS (FIGURAS E TABELAS) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 Figura 1- Estádios (I-XII) do ciclo do epitélio seminífero de camundongos. Na base são 
micrografias de núcleos de espermátides em diferentes fases, coradas por PAS e contra -
coradas com hematoxilina. Espermatogônias (A, In, B); espermatócitos (Pl: pré-leptóteno, L: 
leptóteno, Z: zigóteno, P: paquíteno; D: diplóteno; Mi: divisão meiótica); espermátides 
arredondadas (1-8); espermátides alongadas (9-16) (Hess & França, 2007). 
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Figura 2- Diagrama demonstrando as associações celulares (estádios) durante o ciclo do epitélio 

seminífero de camundongos. As espermatogônias indiferenciadas consistem de A isolada (As), A 

pareada (Apr) e A alinhada (Aal), que dividem durante os estádios X-II como indicado por setas 

entre as células. Durante os estádios VIII a XI as Aal são raras como indicado por parêntesis. No 

grupo das espermatogônias diferenciadas as divisões são indicadas por m (De Rooij, 1998). 
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Figura 3 - Evolução dos pesos corporal (A), testicular (B) e índice gonadossomático (C; IGS) nos animais 
controles e tratados com PTU e T3, sacrificados em diferentes idades após o nascimento (média±EPM). 
Letras diferentes na mesma idade denotam diferenças significativas (p<0,05).  

 



                                                                                                                                                     

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4 - Evolução do diâmetro tubular dos camundongos controles e tratados com PTU 
e T3 e sacrificados em diferentes idades (média±EPM). Letras diferentes na mesma idade 
denotam diferenças significativas (p<0,05). 
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       Morfologia dos gonócitos e das espermatogônias de 
camundongos C57BL/6J 

  Gonócito 

Espermatogônias indiferenciadas 

           
A1 

           
A2 

           
A3 

           
A4 

           
In 

          
B 

Figura 5 -  A morfologia dos gonócitos e dos diferentes tipos de espermatogônias 
de camundongos C57BL/6J seguiu o padrão já descrito na literatura, de acordo 
com Vergouwen et al., 1991 e Chiarini-Garcia & Russell, 2001; respectivamente.  
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Figura 6 - Secções transversais de cordões (cs)/ túbulos seminíferos (ts) de camundongos 
controles (A, B,E), tratados com PTU (C,F) e T3 (D,G), e sacrificados entre 1 e 10 dias de 
idade. Observe que nos animais de 1 dia (A), existem somente gonócitos (encarte, canto 
superior a direita) e células de Sertoli (setas azuis) nos cordões seminíferos. Com 5 dias de 
idade (B, C, D), o tipo celular mais avançado foi a espermatogônia diferenciada do tipo A3 
(encarte). Nesta idade, os animais tratados com T3 apresentaram diâmetro do cordão 
seminífero nitidamente maior. Aos 10 dias de idade (E, F, G), o tipo celular mais avançado foi 
o espermatócito primário em pré-leptóteno (Pl no encarte). O lume (*) já estava presente nos 
túbulos seminíferos dos animais tratados com T3. Barra = 20µm.  
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Figura 7 - Secções transversais de cordões seminíferos (cs) e túbulos seminíferos (ts) de 
camundongos controle (A, D e G), tratados com PTU (B, E, H) e T3 (C, F, I), e sacrificados 
entre 15 e 28 dias de idade. Observe que nos animais com 15 dias de idade (A-C), o tipo 
celular mais avançado foi o espermatócito em paquíteno (encarte). Nesta idade e aos 20 dias, 
os animais hipotireóideos apresentaram diâmetro dos cordões seminíferos com tamanho 
intermediário entre os camundongos controles e hipertireóideos. Particularmente aos 15 dias, 
os animais hipotireóideos apresentaram quantidade razoável de células germinativas em 
apoptose (setas verdes). Aos 20 dias de idade (D -F), o tipo celular mais avançado foi a 
espermátide arredondada na fase 1 (encarte) nos controles e animais tratados com T3, no 
entanto, os animais que receberam PTU apresentaram atraso no processo espermatogênico e 
somente espermátocitos primários em paquíteno (encarte) foram observados. Com 28 dias de 
idade (G-I), o tipo celular mais avançado foi a espermátide alongada na fase 13 nos controles 
e tratados com T3, enquanto nos animais que receberam PTU o tipo celular mais adiantado foi 
a espermátide em alongamento na fase 7-8 (encarte) e, pela primeira vez, a luminação (*) 
tubular foi observada neste grupo experimental. Barra = 20µm (A-C) e 40µm (D-I).   
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Figura 8 - Secções transversais de túbulos seminíferos de camundongos controles (A, D, F), 
tratados com PTU (B, E, G) e com T3 (C, H), e sacrificados entre 37 e 100 dias de idade. Em 
todas as idades e grupos experimentais, o processo espermatogênico estava completo. No 
entanto, aos 37 dias (A-C), em contraste com tratados com T3, nos naqueles tratados com 
PTU o diâmetro tubular apresentou-se nitidamente menor. O mesmo ocorreu em relação ao 
grupo controle e tratado com PTU nas idades de 37 e 70 dias. Por outro lado, nos animais 
investigados com 100 dias de idade, o diâmetro tubular não mostrou variação significativa. 
Barra = 40µm. 
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Formação do Lume 

 

Figura 9 - Evolução do processo de formação do lume, nos cordões seminíferos, dos  
camundongos sacrificados nas idades de 5 a 37 dias. Observe que na idade de 5 dias não 
existem túbulos com lume, enquanto aos 37 dias praticamente todos os túbulos já apresentam 
luminação. Letras diferentes no mesmo parâmetro considerado denotam diferenças 
significativas (p<0,05).  
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Figura 10 – Síntese da evolução do processo de formação do lume em camundongos C57BL/6J 
sacrificados entre 5 e 37 dias de idade. Observe o adiantamento e atraso de ocorrência deste 
processo nos animais tratados com T3 e PTU, respectivamente. Letras diferentes para a mesma 
idade denotam diferenças significativas (p<0,05). 
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Figura 11 – Evolução do volume nuclear das células de Sertoli em 
camundon-gos controles e tratados com PTU e T3 e sacrificados em diferentes 
idades. Letras diferentes para a mesma idade denotam diferenças 
significativas (p<0,05). 

Figura 12 – Evolução do número total de células de Sertoli por testículo em 
camundongos controles e tratados com PTU e T3 e sacrificados em 
diferentes idades. Letras diferentes para a mesma idade denotam diferenças 
significativas (p<0,05) entre idades (letras minúsculas) e condição 
experimental (letras maiúsculas). 
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Figura 13 – Evolução do volume das células germinativas de camundongos controles e 
tratados com PTU e T3 e sacrificados entre 5 e 20 dias de idade. Letras diferentes para a 
mesma idade denotam diferenças significativas (p<0,05) entre os grupos experimentais. 
Espermatogônias do tipo A indiferenciadas (Aind), diferenciadas (A1-4), intermediárias (In), do 
tipo B (B) e espermatócitos primários em pré-leptóteno (Pl). 
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Figura 14 – Evolução do volume das células germinativas de camundongos controles e 
tratados com PTU e T3 e sacrificados entre 28 e 100 dias de idade. Letras diferentes para a 
mesma idade denotam diferenças significativas (p<0,05) entre os grupos experimentais. 
Espermatogônias do tipo A indiferenciadas (Aind), diferenciadas (A1-4), intermediárias (In), do 
tipo B (B) e espermatócitos primários em pré-leptóteno (Pl). 
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Figura 15 – Evolução do número de células germinativas de camundongos controles e 
tratados com PTU e T3 e sacrificados entre 05 e 20 dias de idade. Letras diferentes para a 
mesma idade denotam diferenças significativas (p<0,05) entre os grupos experimentais. 
Espermatogônias do tipo A indiferenciadas (Aind), diferenciadas (A1-4), intermediárias (In), do 
tipo B (B) e espermatócitos primários em pré-leptóteno (Pl). 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



                                                                                                                                              

 

 

 

 
Número de células germinativas 

05 dias

0,0

0,2

0,4

0,6

A ind A1 A2 A3 A4 In B Pl

x
1

0
5

Controle PTU T3

a
aa

aa

b

b

a

a
a
a
a

A 

15 dias

0,0

0,5

1,0

1,5

2,0

A ind A1 A2 A3 A4 In B Pl

x
1
0

5

Controle PTU T3

a

b

a
ab

a

bb

a

aa

a a
bb

a
a

a

a

a

a
a

a

a

a

C 

20 dias

0

1

2

3

4

5

A ind A1 A2 A3 A4 In B Pl

x
1

0
5

Controle PTU T3

a
a

a
a  

a

a

b

a
a

a

b
b

a
b

a
b

a

b

c

a

a

bb

a
a

D 

10 dias

0,0

0,4

0,8

1,2

A ind A1 A2 A3 A4 In B Pl

x
1

0
5

Controle PTU T3

a

a

bb

a

a

a
b

a
b

a

a
a

a

a

a

a

a

b

a

a

b

ab

a

B 



                                                                                                                                              

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 16 – Evolução do número de células germinativas de camundongos controles e 
tratados com PTU e T3 e sacrificados entre 28 e 100 dias de idade. Letras diferentes para a 
mesma idade denotam diferenças significativas (p<0,05) entre os grupos experimentais. 
Espermatogônias do tipo A indiferenciadas (Aind), diferenciada. (A1-4), intermediárias (In), do 
tipo B (B) e espermatócitos primários em pré-leptóteno (Pl). 
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Figura 17 – Evolução do número total de espermatogônias A de camundongos controles e 
tratados com PTU e T3 e sacrificados entre 05 e 100 dias de idade. Letras diferentes para a 
mesma idade denotam diferenças significativas (p<0,05) entre os grupos experimentais. 
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