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Desenvolvimento do testiculo de camundongo da fase fetal até a

idade adulta
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RESUMO. O desenvolvimento do testiculo de camundongo foi estudado desde o 15° dia de
gestagio até a idade adulta. As lAminas preparadas para estudo histolégico em microscépio
6ptico foram tratadas pela técnica do dcido periddico - Schiff e pela hematoxilina de Harris
(PAS + H). Na fase fetal, os ttibulos seminiferos estio constituidos por gondcitos e células
de sustentagio imaturas. No tecido intersticial, observam-se as células de Leydig. A
espermatogénese inicia-se logo apés o nascimento. O epitélio seminifero torna-se mais
espesso aos 14 dias pés-natal, onde se observam espermatdcitos em préfase meidtica. Aos 21
dias pés-natal, o epitélio seminifero contém espermatogodnias, espermaticitos e células de
Sertoli. As primeiras espermitides sio observadas aos 28 dias pés-natal e, aos 42 dias, ji
ocorrem espermitides maduras. Desde os 49 dias pds-natal, sio observados espermatozdides
na luz dos ttbulos seminiferos. A partir dos 56 dias pds-natal, o epitélio seminifero, bem
como o tecido intersticial, apresentam aspecto e caracteristicas tipicos do testiculo do
camundongo adulto.

Palavras-chave: camundongo, testiculo, desenvolvimento, tdbulos seminiferos, células de leydig,
morfologia, microscopia de luz.

ABSTRACT. Development of the mouse testis from fetal period to adulthood. The
development of mouse testis was studied from 15% day of fetal life up to adult age. The
prepared slides for histological study in light microscopy were stained by periodic acid -
Schift and Haematoxylin of Harris (PAS + H). The results show that in fetal life the
seminiferous tubules are constituted by gonocytes and immature sustentation cells. In the
interstitial tissue, Leydig cells are found. Spermatogenesis begins soon after birth. The
seminiferous epithelium becomes thicker at day 14 postnatal when spermatocytes in
meiotic prophase are observed. At day 21 postnatal the seminiferous epithelium contains
spermatogonia, spermatocytes and Sertoli cells. The first spermatids are observed at day 28
postnatal and at day 42 postnatal mature spermatids occur. From day 56 postnatal on the
seminiferous epithelium, as well as the interstitial tissue, present the aspect and typical
characteristic of the adult mouse.

Key words: mouse, testis, fetal, development, seminiferous tubules, Leydig cells, morphology, light
microscopy.

Estudos histolégicos sobre o ciclo do epitélio
seminifero em ratos adultos normais, bem como
sobre as mudangas ocorridas no epitélio seminifero
desses animais, quando submetidos a condi¢oes
especiais, tém sido desenvolvidos por virios autores.
Entre eles, destacam-se aqueles realizados por Russel
e Clermont (1977), Ekwall et al. (1984), Gaytan et al.
(1986), Mendis-Handagama, Risbridger e de Kretser
(1987), Miraglia, Hayashi e Goldfeder (1990).

Poucos trabalhos abordam aspectos histolégicos
comparativos sobre o desenvolvimento do testiculo
de camundongo em virias idades, especialmente no

periodo fetal (Kluin e de Rooij, 1981; Kluin, Kramer
e de Rooij, 1984 e Vergouwen et al., 1991), e poucos
sao os estudos especificos sobre o tecido intersticial
durante o desenvolvimento do testiculo.

Com o intuito de contribuir para uma melhor
compreensio do desenvolvimento do testiculo de
camundongo, levando-se em conta as variagdes do
epitélio seminifero e¢ do tecido intersticial e
estabelecendo a comparagio entre as fases fetal e
pés-natal, realizamos um estudo histolégico dos
testiculos de camundongos desde 15 dias de vida
fetal até 70 dias pds-natal, em intervalos de dias que
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possibilitassem ~ uma  visio  dinimica  do

desenvolvimento.

Material e método

Foram utilizados 80 camundongos (Mus
musculus), distribuidos em 16 grupos, de acordo com
a idade. Fémeas prenhes foram sacrificadas, e os
testiculos foram retirados de seus fetos, com o
auxilio de uma lupa, nos dias 15, 16, 17, 18 ¢ 19 pré-
natal. Apds o nascimento, os animais foram
sacrificados nos dias 1, 7, 14, 21, 28, 35, 42, 49, 56,
63 ¢ 70. O dia do nascimento foi considerado o dia
1. Para cada idade, foram estudados os testiculos de 5
animais.

Todos os animais foram sacrificados por inalagio
de éter sulftrico.

Os testiculos foram fixados em liquido de Bouin
A temperatura ambiente. O tempo de fixagio variou
de 12 a 24 horas para os testiculos fetais e, para os
testiculos dos animais, com até 7 dias pds-natal. A
partir do dia 14 pés-natal, o tempo de fixa¢io variou
de 24 a 48 horas, de acordo com o tamanho da
génada.

Apés a fixagio, os testiculos foram desidratados,
diafanizados e incluidos em Paraplast plus. Os cortes
histolégicos, com 6 um de espessura, foram tratados
pela técnica do 4cido periddico - Schiff e pela
Hematoxilina de Harris. Posteriormente, os
testiculos foram analisados e fotografados com
fotomicroscopio Zeiss.

Resultados

Nos testiculos dos camundongos aos 15 dias de
desenvolvimento pré-natal, os tibulos seminiferos
apresentaram-se como corddes celulares sélidos,
contendo apenas dois tipos de células: os gondcitos e
as células de sustentagio imaturas. Nessa época, os
ntcleos das células de Sertoli, varidveis em tamanho
e forma, localizavam-se na periferia dos ttbulos
seminiferos, enquanto os gondcitos, facilmente
distintos das células de Sertoli, por seus nicleos
grandes e arredondados, apresentando um ou mais
nucléolos, foram observados perto do centro dos
tabulos seminiferos. As células de Leydig, nessa
idade, estavam dispersas por todo o tecido
intersticial, apresentando ntcleo arredondado com
um nucléolo (Figura 1).

A espermatogénese iniciou-se logo apds o
nascimento. Os gondcitos deslocaram-se para a
regido basal dos ttibulos seminiferos, retomando a
atividade mitdtica e originando as espermatogonias.

Aos 7 dias pés-natal, os nicleos das células de
Sertoli foram observados com a forma de gotas, ¢ a
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luz do tabulo seminifero comegou a se definir
(Figura 2B).

Figura 1. Fotomicrografia de testiculo de feto de camundongo
aos 15 dias de desenvolvimento pré-natal: os gondcitos (g) estio
localizados no centro dos ttibulos, e as células de Sertoli (CS), na
periferia. No tecido intersticial, células de Leydig (CL) sio
observadas (PAS - Hematoxilina de Harris. 790X)

Com o aparecimento dos espermatdcitos em
préfase meidtica, aos 14 dias pés-natal, o epitélio dos
tibulos seminiferos tornou-se mais espesso. A partir
dessa idade, as células de Sertoli j4 apresentavam sua
morfologia adulta tipica, com nucleo de forma
piramidal, palidamente corado ¢ com um nucléolo
evidente (Figura 2C).

Aos 21 dias pés-natal, observou-se um aumento
da luz tubular e um epitélio seminifero mais
desenvolvido, contendo espermatogonias,
espermatécitos e células de Sertoli (Figura 2D).

O epitélio seminifero continuou seu processo de
amadurecimento, e as primeiras espemdtides jovens
foram observadas nas sec¢des dos tdbulos
seminiferos dos camundongos, aos 28 dias de
desenvolvimento pés-natal (Figura 2E).

Aos 42 dias pds-natal, no epitélio seminifero
estratificado, além dos tipos celulares ji descritos,
observaram-se espermitides maduras (Figura 2F).

Os testiculos dos camundongos, aos 49 dias pés-
natal, mostraram, nas virias sec¢Oes analisadas,
tibulos seminiferos em diferentes estddios do
desenvolvimento, com uma luz tubular bem
definida, e, em algumas delas, a presenca de
espermatozdéides (Figura 2G).

A partir dos 56 dias pds-natal, o epitélio
seminifero do camundongo mostrou seu aspecto
adulto, incluindo todas as células da linhagem
germinativa: ~ espermatogdnias,  espermatdcitos
primarios, espermatdcitos secunddrios e
espermitides em diferentes fases da espermiogénese.
A luz tubular apresentou-se desenvolvida e, em
algumas  delas, observaram-se  espermatozides
(Figura 2H).

A quantidade de tecido intersticial, examinada
durante o periodo fetal e até 7 dias de
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desenvolvimento pés-natal, consistindo em parte de
células mesenquimais ¢ abundante substincia
intercelular, diminui visivelmente, ao redor dos 14
dias de desenvolvimento pds-natal.

As células de Leydig foram encontradas em todas
as idades estudadas. Por ocasiio do inicio da
puberdade, aos 21 dias de desenvolvimento pds-
natal, as células de Leydig, com sua forma tipica
arredondada ou poligonal, nidcleo redondo, central e
citoplasma eosinéfilo, formavam grupos no tecido
intersticial (Figura 2D).
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Figura 2. Fotomicrografias de testiculos de camundongo durante
o desenvolvimento pés-natal. PAS - Hematoxilina. (A) Dia 1 pds-
natal, 790X: tabulos preenchidos com gondcitos (g) e células de
Sertoli imaturas (CS); (B) 7 dias pés-natal, 790X: gondcitos (g);
células de Sertoli (CS); a luz do tdbulo seminifero (*) comeca a se
definir; (C) 14 dias pés-natal, 790X: espermatogdnias (eg); células
de Sertoli (CS) e espermatécitos (ec) jd podem ser observados;
(D) 21 dias pés-natal, 400X: espermatécitos (ec); células de Leydig
(CL); (E) 28 dias p6s-natal, 790X: células de Leydig (CL);,
espermitides jovens (¢f) estio presentes no epitélio seminifero;
(F) 42 dias pés-natal, 790X: células de Leydig (CL) no tecido
intersticial; espermdtides maduras (em) ji sio encontradas no
epitélio seminifero; (G) 49 dias pds-natal, 790X: em alguns
tabulos, espermatozdides (ez) podem ser observados; (H) 56 dias
pés-natal, 790X: o epitélio seminifero apresenta caracteristicas
adultas

Discussao

Os  testiculos dos camundongos foram
reconhecidos no interior da cavidade abdominal aos
15 dias de gestacio, e, neles, os tibulos seminiferos
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foram identificados nas sec¢des histoldgicas, ainda
como corddes sélidos, contendo apenas gondcitos e
células de sustentagio imaturas.

A identificagio morfolégica do testiculo de
camundongo ¢ possivel a partir do décimo terceiro
dia de gestagio. Mittwoch e Buehr (1973) descrevem
a presenca de corddes testiculares sélidos na gdnada
do camundongo dessa idade, quando examinada na
microscopia éptica. Em ratos, no entanto, Mittwoch
e Delhanty (1969) afirmam que a identificagio do
sexo gonadal nio é possivel até 13,5 dias de gestagio,
tornando-se visivel a partir de 14,5 dias ¢ estd
avancada aos 15,5 dias.

Vergouwen et al. (1991) descrevem um pico
proliferativo dos gondcitos aos 15 dias de gestagio.
Esses autores demonstram, porém, que, a partir do
16° dia de gestagio, os gondcitos, comumente
chamados de pré-espermatogénias nesse estidio,
interrompem a mitose na fase G1 do ciclo mitético e
s6 retomam a atividade proliferativa durante a
primeira semana apds o nascimento, originando as
espermatogénias  A. Fato que confirma as
observagbes de alguns autores (Sapsford, 1962;
Kluin e Rooij, 1981; Kluin, Kramer e de Rooij
(1984).

Em nosso trabalho, pudemos
claramente o amadurecimento  do
seminifero do camundongo.

Os espermatdcitos nio estio presentes nos
testiculos de camundongos de 7 dias pds-natal, mas
j4 s3o numerosos nos animais de 14 dias. O epitélio
seminifero torna-se mais espesso, reiterando as
observagdes de Kofman-Alfaro e Chandley (1970),
que relatam o inicio da meiose entre 9 e 10 dias apds
0 nascimento.

As  primeiras espermitides jovens foram
observadas no epitélio seminifero dos camundongos
aos 28 dias pds-natal.

Aos 42 dias  pds-natal,  observaram-se
espermitides maduras, mas os espermatozdides
ainda nio estavam presentes.

O epitélio seminifero, bem como o tecido
intersticial, a partir dos 56 dias pés-natal, apresentou
aspecto e caracteristicas tipicas do testiculo do
camundongo adulto.

No tecido intersticial, as células de Leydig foram
encontradas desde os 15 dias de vida fetal até a idade
adulta, porém, nio distinguimos entre o tipo fetal e
o adulto.

Russo e de Rosas (1971) descrevem, no testiculo
de camundongo, a diferenciagio de células de Leydig
fetais, a partir de células fusiformes.

A literatura é conflitante, no que diz respeito 2
persisténcia de células de Leydig fetais no testiculo

constatar
epitélio
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adulto e 2 origem das células de Leydig adultas.
Alguns autores propdem a sua origem a partir de
células mesenquimais (Christensen, 1975; Chemes,
Rivarola e Bergada, 1976; Chemes et al., 1985; Kerr ¢
Knell, 1988; Hardy et al., 1989), enquanto outros
(Fawcett e Burgos, 1960; de Kretser, 1967; Zaidi et
al., 1988) sugerem que as células midides
peritubulares sejam as precursoras das células de
Leydig adultas.

Para Mancini et al. (1963), as células de Leydig no
testiculo humano derivam de fibroblastos, no feto e
na puberdade.

Kuopio et al. (1989) sugerem trés estidios de
diferenciagio de células de Leydig no testiculo do
rato: fetal, juvenil e juvenil-adulto.

Virios autores, no entanto, sugerem duas
populagdes distintas de células de Leydig, durante a
vida dos mamiferos. Uma populagio fetal, que
desaparece apds o nascimento, ¢ uma adulta, que
surge durante a puberdade, persistindo durante toda
a vida adulta (Christensen, 1975; Prince, 1984;
Vergouwen et al., 1991; Huhtaniemi e Pelliniemi,
1992).

Por outro lado, Kerr e Knell (1988) demonstram
a persisténcia de células de Leydig fetais no testiculo
do rato adulto e sugerem que as células de Leydig,
fetais e adultas, sio origindrias de duas geracoes
distintas de células, de desenvolvimento nio
relacionado.

Nossos resultados histolégicos reiteram os dados
da literatura, no que diz respeito 3 seqiiéncia da
diferenciagio dos tipos celulares presentes no
epitélio seminifero durante o desenvolvimento
normal do testiculo de camundongo. No entanto, a
diferenciagio das células de Leydig adultas e o
destino das células de Leydig fetais nio estio bem
esclarecidos e requerem novos estudos.
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