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RESUMO 

 Em camundongos e ratos o período de proliferação pós-natal das células de Sertoli 

encerra-se com duas a três semanas de idade. Na literatura já está bem estabelecido que o 

FSH e os hormônios tireoidianos (T3 e T4) são responsáveis, respectivamente, pela 

proliferação e diferenciação das células de Sertoli. Nestes roedores, o hipotireodismo 

induzido pelo tratamento com PTU (propil-tiouracil) durante o período pré-púbere estende a 

atividade mitótica destas células por cerca de uma a duas semanas, levando ao aumento no 

número de células de Sertoli por testículo, no peso testicular e na produção espermática 

diária. O óxido nítrico (NO) é um importante mediador de processos intra e extracelulares e 

a expressão constitutiva de iNOS (óxido nítrico sintase induzível) ocorre nas células de 

Leydig, Sertoli e germinativas, sugerindo assim importante papel regulatório desta enzima 

na espermatogênese e esteroidogênese. Estudos recentes do nosso laboratório mostraram 

que camundongos deficientes em iNOS também apresentam maior proliferação das células 

de Sertoli e menor índice de apoptoses de células germinativas, levando a maior produção 

espermática nestes animais. Ainda nestes estudos, maior número e menor volume individual 

das células de Leydig foram observados. No presente estudo tivemos como objetivos avaliar 

através de histomorfometria se a associação do hipotireoidismo neonatal com a deficiência 

em iNOS causa efeito aditivo no número de células de Sertoli por testículo. Além disso, 

tivemos também o objetivo caracterizar, através de imunohistoquímica e qPCR, o padrão de 

expressão de importantes marcadores da função testicular em camundongos adultos 

selvagens e iNOS-/-. Conforme esperado, os resultados por nós encontrados mostraram que 

maiores números de células de Sertoli por testículo foram observados nos grupos controle + 

PTU e no iNOS-/-. No entanto, surpreendentemente, efeito aditivo no número destas células 

não foi encontrado nos animais deficientes em iNOS tratados com PTU. Na segunda parte de 

nosso estudo, sugerindo que as células de Sertoli podem estar funcionalmente mais ativas, 

aumentos nos níveis de Sox9 e de receptor de andrógeno nestas células foram observados 

em camundongos iNOS-/-, o que provavelmente explicaria os menores índices de apoptoses 

de células germinativas já citados na literatura para estes animais. Quanto à via 

esteroidogênica, correlacionando com o menor volume citoplasmático das células de Leydig, 

os camundongos iNOS deficientes apresentaram menores níveis de StAR e de 3β-HSD. 

Finalmente, a expressão da enzima aromatase não se mostrou alterada nos animais iNOS-/-, 

enquanto aumento significativo foi observado somente nos níveis de receptores de 

estrógeno do tipo α. Em síntese, nossos resultados sugerem a existência de um possível 

mecanismo compensatório capaz de contrabalancear as alterações fisiológicas causadas pela 

deficiência de iNOS em camundongos. Ainda, uma provável interação entre estrógenos e 

óxido nítrico na regulação funcional no testículo de camundongos não pode ser descartada. 

Palavras-chave: Camundongo; propiltiouracil (PTU); hipotireoidismo; iNOS; óxido nítrico; 
testículo; espermatogênese; célula de Sertoli; célula de Leydig; esteroidogênese. 



 
 

ABSTRACT  

 In rodents (mice and rats), Sertoli cells proliferate until 2 to 3 weeks after birth and it 

is well established in the literature that FSH and thyroid hormones (T3 and T4) are 

responsible, respectively, for Sertoli cells proliferation and differentiation. It is also known 

that transient hypothyroidism induced by PTU (propylthiouracil) treatment during the 

postnatal period extends the mitotic activity of Sertoli cells, leading to higher numbers of 

these cells per testis, as well as higher testis weight and daily sperm production. The nitric 

oxide (NO) is an important mediator of intra and extra cellular processes, playing therefore a 

crucial role in several physiological and pathological conditions, and some studies have 

shown that NO reduces testosterone production in vitro and in vivo. In the testis, 

constitutive expression of iNOS (inducible nitric oxide synthase) occurs in Leydig, Sertoli and 

germ cells, suggesting a regulatory function of this enzyme in spermatogenesis and 

steroidogenesis. In this context, recent studies from our laboratory showed that iNOS 

deficient mice presents higher Sertoli cell proliferation and lower germ cell apoptosis, 

leading also to higher daily sperm production. In these mice a higher number and lower 

individual volume of Leydig cell is observed. Our aims in the present study were to evaluate 

if the association between the neonatal hypothyroidism and the iNOS deficiency is able to 

promote additive effect in the total number of Sertoli cell per testis. We also aimed at 

characterizing, by immunohistochemistry and qPCR, the expression of important markers of 

testis function in adult wild type and iNOS-/- mice. As expected, our results showed higher 

numbers of Sertoli cell per testis in the wild type mice treated with PTU and in the iNOS-/- 

mice. However, surprisingly, no additive effect was observed for the number of these cells in 

the iNOS deficient mice treated with PTU. Suggesting that Sertoli cells could be functionally 

more active, in the second part of this study we observed higher expression of Sox9 and 

androgen receptor in these cells in the testis of iNOS-/- mice; and these findings could 

explain, at least in part, the lower germ cell apoptosis described in the literature for iNOS 

deficient mice. Regarding the steroidogenic pathway, the iNOS-/- mice showed lower levels 

of StAR and 3β-HSD, and this could be related with the smaller individual volume of the 

Leydig cells. Finally, the aromatase expression showed no difference between wild type and 

iNOS-/-, whereas the mRNA levels of estrogen receptor α were increased in the testis of iNOS 

deficient mice. In summary, our data suggest the existence of a possible compensatory 

mechanism to counterbalance the physiological changes caused by iNOS deficiency in mice. 

Furthermore, a possible interaction between estrogens and nitric oxide in the functional 

regulation of mice testis cannot be ruled out.  

Palavras-chave: Mouse; propylthiouracil (PTU); hypothyroidism; iNOS; nitric oxide; testis; 
spermatogenesis; Sertoli cell; Leydig cell; steroidogenesis. 
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1 - INTRODUÇÃO E REVISÃO DA LITERATURA 

1.1 Estrutura do testículo de mamíferos 

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

exócrina e endócrina e que está localizado no escroto na maioria das espécies. Este órgão é 

envolvido por uma cápsula de tecido conjuntivo fibroso, a túnica albugínea, que envia septos 

para o seu interior, formando os lóbulos testiculares. Seu parênquima pode ser 

morfofuncionalmente dividido em dois compartimentos: o compartimento intersticial 

(intertubular) e o compartimento dos túbulos seminíferos (tubular). No primeiro estão 

localizadas as células de Leydig, vasos sanguíneos e linfáticos, nervos, células e fibras do 

tecido conjuntivo, além de outras células como macrófagos, fibroblastos e mastócitos 

(RUSSELL et al., 1990). O compartimento tubular compreende os túbulos seminíferos, que, 

na maioria dos mamíferos, ocupam de 70 a 90% do parênquima testicular e se estendem 

numa rede de alças convolutas que se conectam com a rete testis, localizada na região do 

mediastino testicular (FRANÇA & RUSSELL, 1998; FRANÇA et al., 2005; HESS & FRANÇA, 

2007). Os túbulos seminíferos são compostos por túnica própria, epitélio seminífero e lume 

tubular. A túnica própria reveste os túbulos externamente, e é constituída de matriz 

extracelular e células peritubulares mióides, que são contráteis e auxiliam na propulsão dos 

espermatozóides e do fluido tubular (RUSSELL et al., 1990). O epitélio seminífero é composto 

pelas células de Sertoli e pelas células germinativas em diferentes estágios do processo 

espermatogênico (RUSSELL et al., 1990). A região central dos túbulos é chamada de lume, e 

é resultante do acúmulo de fluido secretado pelas células de Sertoli sob influência de 

andrógenos, principalmente (WRIGHT et al., 1981; JEGOU et al., 1983; SHARPE et al., 1994; 

DE GENDT et al., 2004; WELSH et al., 2009). Este fluido tubular possui substâncias 

importantes para a função epididimária e é responsável por carrear os espermatozóides 

ainda imóveis através dos ductos excurrentes até o epidídimo, onde estes gametas sofrerão 

maturação funcional (RUSSELL et al., 1990; COOPER & YEUNG, 2006; SULLIVAN et al., 2007). 

1.2 Diferenciação e desenvolvimento pós-natal do testículo 

 Os dois tipos celulares que formam o epitélio seminífero têm origem embriológica 

distinta: as células germinativas são procedentes do epiblasto adjacente ao mesoderma 

extra-embrionário, enquanto as células de Sertoli são originadas do epitélio celomático 
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(KARL & CAPEL, 1998; CAPEL, 2000). Em camundongos, a crista urogenital origina-se do 

mesoderma intermediário por volta de 9,5 dias pós-coito (dpc) e as gônadas começam a se 

desenvolver a partir da superfície ventromedial do mesonéfro aos 10 dpc (TILMANN & 

CAPEL, 2002). As células germinativas primordiais (PGC) se originam do epiblasto adjacente 

ao mesoderma extra-embrionário cerca de 7,5 dpc (BENDEL-STENZEL et al., 1998; ROSS & 

CAPEL, 2005) e migram da base do alantóide ao longo do intestino posterior, enquanto 

proliferam ativamente. Ao atingir a crista gonadal, entre 10 a 11 dpc (ROSS & CAPEL, 2005), 

as PGCs passam a ser chamadas de gonócitos quando são envolvidas pelas células de Sertoli, 

formando os cordões seminíferos. O surgimento desses cordões é considerado o primeiro 

indicador morfológico da diferenciação sexual (FRANÇA & CHIARINI-GARCIA, 2005).  

 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 do cromossomo Y 

(KARL & CAPEL, 1998; CAPEL, 2000). Este gene é responsável por iniciar uma cascata de 

ativação de genes específicos do testículo e/ou repressão de genes envolvidos no 

desenvolvimento ovariano. Portanto, na ausência de expressão de Sry, o desenvolvimento 

gonadal ocorre ao longo da via ovariana (MARTINEAU et al., 1997; TILMANN & CAPEL, 2002; 

ROSS & CAPEL, 2005). Dessa maneira, as células de Sertoli possuem papel crucial na 

diferenciação e no desenvolvimento testicular, que ocorre cerca de 11,5 dpc em 

camundongos (CAPEL, 2000). Outro gene crucial nesta fase do desenvolvimento gonadal é o 

Sox9, cuja proteína de mesmo nome regula a transcrição do hormônio anti-mulleriano 

(AMH) e que parece ter importante atuação na diferenciação e função das células de Sertoli, 

sendo expresso nestas células desde o período fetal até a fase adulta (KENT et al., 1996; 

HARLEY et al., 2003; WILHELM et al., 2007). Após a formação do testículo, a masculinização é 

direcionada por três hormônios: o AMH, fator de insulina do tipo 3 (INSL3) e testosterona 

(SHARPE, 2006). Dessa forma, a diferenciação do sistema reprodutor masculino envolve dois 

principais eventos: a formação do testículo, controlada por componentes genéticos, 

iniciando pela expressão de Sry; e a manutenção e diferenciação dos ductos mesonéfricos 

(ductos de Wolffian), regulado, em parte, por andrógenos (WELSH et al., 2006, 2009). 

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

desenvolvimento pós-natal do testículo de camundongos e ratos pode ser dividido em duas 

fases distintas (ORTH, 1993; FRANÇA et al., 2000). Na primeira, com duração aproximada de 
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duas semanas após o nascimento, pode-se observar extensiva proliferação de 

espermatogônias e de células de Sertoli, promovendo crescimento em comprimento dos 

cordões testiculares. Já 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 adultas é observado (ORTH, 1993; FRANÇA et al., 2000; MENDIS-

HANDAGAMA & ARIYARATNE, 2001). Evidente crescimento no tamanho do testículo e no 

diâmetro tubular, além de secreção de fluido pelas células de Sertoli, também ocorrem 

nesta fase. Essas duas fases são reguladas por diferentes hormônios e fatores de 

crescimento específicos, como o FSH, hormônios tireoidianos, andrógenos, AMH, PDGFα, 

GATA-4, entre outros (ORTH, 1993; FRANÇA et al., 1995; SINGH & HANDELSMAN, 1996; 

MARAN et al., 1999; MENDIS-HANDAGAMA & ARIYARATNE, 2001; ALLAN et al., 2004). 

1.3 Proliferação, maturação e função das células de Sertoli 

Em mamíferos, sabe-se que as células de Sertoli proliferam mais ativamente durante 

a fase fetal, após a diferenciação sexual, tendo um pico de proliferação antes do nascimento 

(ORTH, 1984; ORTH et al., 1988; ORTH, 1993). Contudo, após o nascimento, sua proliferação 

se estende, diminuindo de forma constante, por 2 semanas em camundongos e ratos 

(STEINBERGER & STEINBERGER, 1971; ORTH, 1982; VERGOUWEN et al., 1991; JOYCE et al., 

1993; AUHAREK & FRANÇA, 2010). Os mecanismos que regulam essa proliferação ainda são 

pouco conhecidos, mas é fortemente sugerido pela literatura que no período neonatal o 

hormônio folículo estimulante (FSH) é o principal fator responsável pela proliferação das 

células de Sertoli (ORTH, 1984, 1993; HECKERT & GRISWOLD, 2002) e o crescimento 

testicular parece acompanhar o aumento nos níveis de FSH durante o desenvolvimento 

(OJEDA & RAMÍREZ, 1972; DÖHLER & WUTTKE, 1974). Alguns estudos mostram ainda que os 

andrógenos também são importantes na proliferação das células de Sertoli na fase fetal 

(SHARPE et al., 2003; SCOTT et al., 2007, 2008; AUHAREK et al., 2012) e no período pós-natal 

(SHARPE et al., 2003; JOHNSTON et al., 2004; ATANASSOVA et al., 2005; AUHAREK & 

FRANÇA, 2010; AUHAREK et al., 2012), assim como os estrógenos produzidos pela 

aromatização de andrógenos sob a influência de FSH (ORTH, 1984, 1993).  

De forma contrária, principalmente via p27 e p21, os hormônios tireoidianos são 

responsáveis pela transição do estado mitótico para o não-mitótico 
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(maturação/diferenciação) das células de Sertoli que ocorre antes da puberdade (COOKE et 

al., 1994; FRANÇA et al., 1995; COOKE et al., 2005; HOLSBERGER et al., 2005). Assim, altas 

concentrações de T3 durante o período neonatal levam a uma redução do número de células 

de Sertoli, da produção espermática e do peso testicular nos animais adultos, devido à 

diminuição do período de proliferação e à aceleração do processo de maturação destas 

células (VAN  HAASTER, et al., 1992, 1993; COOKE et al., 1994; FRANÇA et al., 1995; COOKE, 

1996; AUHAREK & FRANÇA, 2010). De maneira antagônica, a redução na concentração dos 

hormônios tireoidianos torna mais lenta a transição da fase proliferativa para a fase 

madura/não-mitogênica da célula de Sertoli, resultando em prolongamento da fase 

mitogênica e consequente aumento da população adulta de células de Sertoli, produção 

espermática e peso do testículo (VAN HAASTER, et al., 1992; JOYCE et al., 1993; FRANÇA et 

al., 1995; COOKE, 1996).  

Os hormônios tireoidianos agem nos órgãos alvo através dos seus receptores, 

codificados por dois genes, TRα e TRβ (COOKE, 1996; HOLSBERGER & COOKE, 2005). 

Diferentes isoformas de ambos são expressas no testículo, mas a expressão de TRα1 parece 

ser a mais abundante, ocorrendo em células de Leydig e germinativas na fase adulta e, 

principalmente, no núcleo de células de Sertoli em proliferação, diminuindo sua expressão à 

medida que esta célula sofre maturação (COOKE, 1996; BUZZARD et al., 2000; HOLSBERGER 

et al., 2005; FUMEL et al., 2012). Por inibir a síntese dos hormônios tireoidianos e a 

conversão da tiroxina (T4) em triiodotironina (T3), o PTU (6-propil-2-tiouracil) é uma droga 

bociogênica, comumente utilizada para tratar casos de hipertireoidismo (COOKE & MEISAMI, 

1991). Assim, esta droga tem sido muito utilizada em estudos envolvendo os efeitos do 

hipotireoidismo na espermatogênese em várias espécies de mamíferos (COOKE, 1991; 

COOKE & MEISAMI, 1991; COOKE et al., 1992, 1993; JOYCE et al., 1993; HESS et al., 1993; 

COOKE et al., 1994; FRANÇA et al., 1995; KIRBY et al., 1996; JANSEN et al., 2007; AUHAREK & 

FRANÇA, 2010). Particularmente em ratos, durante o tratamento com PTU os níveis de 

gonadotrofinas (FSH e LH) encontram-se reduzidos, indicando que a maior proliferação 

observada para as células de Sertoli ocorre mesmo com baixos níveis de FSH (KIRBY et al., 

1992; VAN HAASTER et al., 1992) sabidamente considerado o principal fator mitogênico 

destas células (ORTH, 1984, 1993; HECKERT & GRISWOLD, 2002). No entanto, sugerindo 

fortemente que o FSH ainda exerce importante papel na proliferação das células de Sertoli 
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em ratos hipotireóidicos, estudos em nosso laboratório demostraram que, enquanto 

antagonistas de GnRH diminuíram significativamente a atividade mitótica destas células 

(MIRANDA, 2006), o tratamento com FSH propiciou marcante efeito aditivo no número final 

das células de Sertoli (MIRANDA, 2002).  

 Durante a fase de maturação das células de Sertoli, no período que antecede a 

puberdade, ocorre a formação da barreira de células de Sertoli (barreira hemato-testicular), 

secreção e transporte do fluido tubular (formação do lume tubular), desenvolvimento do 

citoesqueleto de actina, além de extensa proliferação de espermatócitos primários 

(GONDOS & BERNDSTON, 1993; FRANÇA et al., 2000). Embora existam controvérsias, 

especialmente em relação à espécies de reprodução sazonal (THOMPSON & BERNDTSON, 

1993; MEACHEM et al., 2005; TARULLI et al., 2012), é considerado que em mamíferos as 

células de Sertoli não se dividem após a puberdade (RUSSELL et al., 1990; FRANÇA & 

RUSSELL, 1998). Portanto, em condições fisiológicas, no testículo de animais sexualmente 

maduros as células de Sertoli estão completamente diferenciadas e sua população 

permanece estável, não se observando apoptose destas células, provavelmente devido a sua 

proteção pela proteína anti-apoptótica Bclw (RUSSELL et al., 2001; ROSS et al., 2001).  

Cada célula de Sertoli é capaz de suportar um número relativamente fixo de células 

germinativas, de maneira espécie-específica (ORTH et al., 1988; FRANÇA & RUSSELL, 1998; 

HESS & FRANÇA, 2007). Neste contexto, o aumento da população de células de Sertoli 

propicia maior disponibilidade de nichos espermatogoniais, resultando em maior 

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

como células de Leydig e peritubulares mióides (HESS et al., 1993; FRANÇA et al., 1995; 

AUHAREK & FRANÇA, 2010; AUHAREK et al., 2012). Portanto, o número de células de Sertoli 

estabelecido durante o período que antecede a puberdade determina, em última análise, o 

tamanho do testículo e a magnitude da produção espermática no indivíduo adulto (HESS et 

al., 1993; SHARPE, 1994; FRANÇA & RUSSELL, 1998; HESS & FRANÇA, 2007).  

A variação considerável na forma e estrutura da célula de Sertoli durante o ciclo do 

epitélio seminífero demonstra o alto grau de plasticidade desta célula e reflete as alterações 

morfológicas e funcionais que ocorrem nas células germinativas (RUSSELL et al., 1993). Além 

da formação da barreira de célula de Sertoli, cuja base funcional são as junções de oclusão 

entre células de Sertoli adjacentes, estas células desempenham outras funções essenciais 
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para o desenvolvimento das células germinativas tais como: fornecimento de nutrientes e 

outros fatores importantes para as células espermatogênicas; suporte físico (sustentação) 

para as células germinativas; participação ativa no processo de liberação (espermiação) das 

espermátides para o lume tubular; secreção de fluido em direção ao lume tubular; 

fagocitose do excesso de citoplasma (corpos residuais) resultante da diferenciação das 

espermátides e fagocitose de células germinativas que sofrem apoptose. Pelo fato de 

apresentar receptores para FSH, andrógenos, estrógenos e hormônios tireoidianos, a célula 

de Sertoli faz também a intermediação hormonal do processo espermatogênico (RUSSELL et 

al., 1990; SHARPE, 1994; FRANÇA & RUSSELL, 1998; HESS & FRANÇA, 2007; NÓBREGA et al., 

2009; SCHULZ et al., 2010).  

1.4 Espermatogênese 

 A espermatogênese é um processo cíclico, complexo, bem organizado e coordenado, 

que ocorre no interior dos túbulos seminíferos, no qual as espermatogônias diplóides se 

dividem e se diferenciam para formar o gameta masculino haplóide, denominado de 

espermatozóide. Baseado em características morfológicas e funcionais, o processo 

espermatogênico nos mamíferos pode ser dividido em três fases: fase proliferativa ou 

espermatogonial; fase meiótica ou espermatocitária; e fase de diferenciação ou 

espermiogênica (RUSSELL et al., 1990). A fase espermatogonial é caracterizada por 

sucessivas divisões mitóticas das espermatogônias, quando ocorre sua auto-renovação ou 

diferenciação, podendo gerar espermatogônias-tronco ou células comprometidas com a o 

processo espermatogênico. Após uma série de divisões celulares, cujo número depende da 

espécie e é filogeneticamente determinado, as espermatogônias originarão os 

espermatócitos primários, dando assim início à fase espermatocitária ou meiótica (DE ROOIJ 

& RUSSELL, 2000). Nesta fase, ocorre a duplicação do DNA, a recombinação gênica e a 

segregação dos cromossomos homólogos. Após a segunda divisão meiótica, os 

espermatócitos secundários darão origem a células haplóides, denominadas espermátides 

(HESS & FRANÇA, 2007). Na terceira fase, espermiogênica, acontece um complexo processo 

de diferenciação, que inclui a formação do acromossoma e do flagelo e a compactação do 

DNA, através da substituição das histonas por protaminas, quando as espermátides 

arredondadas se alongam progressivamente para originar células altamente especializadas, 

os espermatozóides. Estes últimos, após passarem pelo processo de maturação no 
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epidídimo, estarão aptos a fertilizar o ovócito (RUSSELL et al., 1990; SHARPE, 1994; EDDY, 

1999; HESS & FRANÇA, 2007).  

 As células germinativas não estão aleatoriamente distribuídas no epitélio seminífero, 

mas se organizam em associações celulares denominadas estádios, que se sucedem de 

maneira ordenada, formando o ciclo do epitélio seminífero (CES) (RUSSELL et al., 1990). 

Estes estádios podem ser classificados através de dois métodos. O método da morfologia 

tubular, que considera a morfologia e a localização dos núcleos das espermátides, além da 

associação das mesmas com outros tipos de células germinativas e a presença de figuras de 

meiose, e oito estádios do CES são sempre caracterizados por esse método (AMANN & 

ALMQUIST, 1962; COUROT et al., 1970; ORTAVANT et al., 1977; BERNDTSON, 1977; FRANÇA 

& RUSSELL, 1998; FRANÇA et al., 2005).  Já no método do sistema acrossômico, que classifica 

os estádios de acordo com o desenvolvimento do acrossoma nas espermátides e as 

características morfológicas dos seus núcleos, a quantidade de estádios varia de forma 

espécie-específica (LEBLOND & CLERMONT, 1952; RUSSELL et al., 1990; FRANÇA et al., 2005; 

HESS & FRANÇA, 2007); em camundongos, 12 estádios são caracterizados (RUSSELL et al., 

1990; HESS & FRANÇA, 2007). A duração total do processo espermatogênico, desde 

espermatogônia do tipo A até a espermiação, abrange 4,5 ciclos e varia de 30 a 75 dias nos 

mamíferos já estudados (RUSSELL et al., 1990; FRANÇA & RUSSELL, 1998; FRANÇA et al., 

2005). A duração de cada CES é uma constante biológica espécie-específica (CLERMONT, 

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

 Comparado com outros sistemas bem conhecidos de auto-renovação, a 

espermatogênese é um dos que apresenta maior número de divisões celulares. Em várias 

espécies de mamíferos, como roedores, ovino e suíno, uma espermatogônia passa por 

aproximadamente 10 divisões celulares até se tornar um espermatócito, o qual ainda sofre 

duas divisões meióticas. Assim, teoricamente, uma espermatogônia isolada é capaz de 

formar até 4096 espermatozóides, levando a produção diária de cerca de 4 a 80 milhões de 

espermatozóides por grama de testículo nas diferentes espécies de mamíferos investigadas 

(SHARPE, 1994; FRANÇA & RUSSELL, 1998; DE ROOIJ & RUSSELL, 2000; HESS & FRANÇA, 

2007; CORDEIRO-JÚNIOR et al., 2010). Outro aspecto que merece ser ressaltado é o fato do 

desenvolvimento e função do epitélio seminífero estarem intimamente relacionados com o 

desenvolvimento das células somáticas do testículo (FRANÇA et al., 2000; AUHAREK et al., 
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2012), sendo a célula de Sertoli considerada fundamental para o desenvolvimento das 

células germinativas, devido à todas as suas funções já citadas (HESS et al., 1993; FRANÇA et 

al., 1995; SHARPE et al., 2003; HESS & FRANÇA, 2007). 

1.5 Células de Leydig 

 De forma geral, a célula de Leydig é o principal componente do compartimento 

intertubular (RUSSELL et al., 1990), sendo a fonte de andrógenos, principalmente 

testosterona, e outros esteróides no testículo. Sua função esteroidogênica, estimulada pelo 

LH, é evidenciada pela sua ultraestrutura, onde são observados abundante retículo 

endoplasmático liso, numerosas gotículas lipídicas e mitocôndrias com cristas tubulares 

contendo enzimas associadas à síntese de esteróides (RUSSELL et al., 1990, 1996).  

 A síntese da testosterona ocorre a partir do colesterol, que é captado e translocado 

para a membrana interna da mitocôndria pela proteína reguladora aguda da 

esteroidogênese (StAR) (BARDIN, 1996; MILLER & BOSE, 2011). Esta enzima é expressa nas 

adrenais e gônadas, e sua produção é induzida pelo LH (MILLER & BOSE, 2011; FAN & 

PAPADOPOULOS, 2013). A via esteroidogênica se inicia então na mitocôndria, com a 

conversão do colesterol em pregnenolona, pelo citocromo p450scc (side chain cleavage; 

Cyp11a1). A pregnenolona é transportada ao retículo endoplasmático liso, onde ocorrem 

sucessivas reações, através das enzimas 3β-HSD e p450c17 (Cyp17a1), até a formação da 

androstenediona, que é convertida em testosterona pela enzima 17β-HSD. Após sua síntese, 

a testosterona age no próprio testículo ou é liberada na corrente sanguínea. Na maioria das 

células-alvo, esta molécula é convertida em diidrotestosterona (DHT) pela enzima 5α-

redutase, uma vez que a DHT apresenta maior afinidade pelo receptor (AR), sendo portanto 

um potente andrógeno (RUSSELL & WILSON, 1994; JIN & PENNING, 2001). 

 Os andrógenos atuam na diferenciação do trato genital masculino e da genitália 

externa na fase fetal (PELLINIEMI et al., 1996), nas células de Sertoli e peritubulares mióides, 

estimulando a produção de numerosos fatores importantes para as células germinativas. 

Além disso, os andrógenos são responsáveis pelo aparecimento dos caracteres sexuais 

secundários e manutenção quantitativa da espermatogênese (SHARPE, 1994; ZIRKIN et al., 

1994; DE GENDT et al., 2004), embora já tenha sido mostrado que o FSH também participa 

na manutenção da espermatogênese (RUSSELL et al., 1993; MEACHEM et al., 1999).  
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 Ainda na célula de Leydig ocorre a produção de estrógenos, a partir da testosterona 

ou do seu precursor androstenediona, pela ação da enzima aromatase (p450arom) (COLLETA 

& CARVALHO, 2005), que também parece estar presente no acrossoma em células 

germinativas e em células de Sertoli imaturas (PAPADOPOULOS et al., 1986; CARREAU et al., 

1988; NITTA et al., 1993). Estes estrógenos agem via seus receptores nucleares, do tipo alfa 

(ERα) ou beta (ERβ), que estão presentes nas células testiculares, mostrando que estes 

hormônios desempenham importantes funções no testículo (HESS et al., 1997; CARREAU & 

HESS, 2010; JOSEPH et al., 2011). 

1.7 Óxido nítrico e espermatogênese 

 O óxido nítrico (NO) é um importante mediador de processos intra e extracelulares e 

é produzido via oxidação de L-arginina em L-citrulina, através de enzimas conhecidas como 

óxido nítrico sintases (NOS), que existem em três isoformas: eNOS (endotelial), iNOS 

(induzível) e nNOS (neuronal) (LAUBACH et al., 1995; THOMAS et al., 2008). Diferentemente 

de nNOS e eNOS, a atividade biológica de iNOS é independente de mudanças na 

concentração de cálcio intracelular (NATHAN; XIE, 1994) e sua regulação parece ocorrer ao 

nível de indução gênica, refletindo sua nomenclatura de enzima induzível (GUO et al., 1995). 

As três isoformas de NOS mencionadas estão presentes nos testículos de mamíferos (LEE & 

CHENG, 2008) e a expressão constitutiva de iNOS ocorre nas células de Leydig, Sertoli e 

germinativas em ratos e camundongos, sugerindo assim importante papel regulatório desta 

enzima na espermatogênese (STÉPHAN et al., 1995; TATSUMI et al., 1997; O’BRYAN et al., 

2000; KON et al., 2002). Neste contexto, a produção de óxido nítrico por essa isoforma 

parece ser um mediador das diferentes etapas que ocorrem durante o processo 

espermatogênico e o NO pode assim estar envolvido em processos de regulação das células 

de Sertoli (O’BRYAN et al., 2000; AUHAREK et al., 2011, 2012). 

 Ainda, a produção de NO pela enzima iNOS tem sido proposta como modulador da 

produção de testosterona pelas células de Leydig (O’BRYAN et al., 2000), e já foi mostrado 

que o NO reduz a produção deste hormônio in vivo (ADAMS et al., 1992, 1994) e in vitro (DEL 

PUNTA et al., 1996; WEISSMAN et al., 2005; NEE PATHAK & LAL, 2008; LAL & DUBEY, 2013). 

Essa ação inibitória do óxido nítrico sobre as células de Leydig parece ocorrer através da 

inibição das enzimas esteroidogênicas p450scc (Cyp11a1) (DREWETT et al., 2002) e P450c17 

(Cyp17a1) (POMERANTZ & PITELKA, 1998). Quando em baixas concentrações, o NO parece 
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estimular a esteroidogênese, através da ativação da via de sinalização sGC/cGMP (VALENTI 

et al., 1999; ANDRIC et al., 2007). Em termos funcionais, dados da literatura, inclusive de 

nosso laboratório, mostram que camundongos iNOS deficientes apresentam maiores 

números de células de Sertoli e de Leydig e menor índice de apoptoses de células 

germinativas e, consequentemente, maior produção espermática (LUE et al., 2003; 

AUHAREK et al., 2011, 2012). Possivelmente, pelo menos em parte, estas alterações estão 

relacionadas a maiores níveis de andrógenos devido à deficiência de NO nestes animais. 
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2 - JUSTIFICATIVA 

Conforme já foi salientado, a enzima iNOS é constitutivamente expressa na maioria 

dos tipos celulares presentes no testículo e estudos recentemente desenvolvidos em nosso 

laboratório com camundongos iNOS-/- sugerem que, possivelmente devido à sua ação 

inibitória da esteroidogênese nas células de Leydig (ADAMS et al., 1994; O’BRYAN et al., 

2000), o óxido nítrico pode ser um importante fator regulatório da proliferação de células de 

Sertoli (AUHAREK et al., 2011, 2012). Neste contexto, a deficiência de NO parece aumentar a 

atividade mitótica das células de Sertoli, além de reduzir a apoptose de células germinativas 

(LUE et al., 2003; AUHAREK et al., 2011, 2012). Pelo fato do hipotireoidismo neonatal 

transitório aumentar o período de proliferação das células de Sertoli (VAN HAASTER et al., 

1992; COOKE et al., 1994; FRANÇA et al., 1995; COOKE, 1996; AUHAREK & FRANÇA, 2010), 

torna-se importante verificar se esta abordagem pode resultar em efeito aditivo na atividade 

mitótica destas células em camundongos iNOS-/-. Este efeito já foi observado em estudos 

desenvolvidos em nosso laboratório utilizando ratos hipotireóidicos tratados com FSH 

(MIRANDA, 2002). Além deste importante aspecto, pretendemos obter ainda melhor 

entendimento acerca do papel do óxido nítrico na regulação morfofuncional do testículo, 

avaliando a expressão de importantes marcadores da função testicular de camundongos 

iNOS-/- na idade adulta, através de análises de expressão protéica e gênica, utilizando-se 

imunohistoquímica e qPCR. 
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3 - OBJETIVOS 

3.1 – Objetivos Gerais 

 O objetivo do presente estudo é o de avaliar os efeitos do hipotireoidismo 

experimental transitório nos testículos de camundongos deficientes para a enzima óxido 

nítrico sintase induzível (iNOS). Além disso, temos também como objetivo caracterizar o 

padrão de expressão de diferentes genes e proteínas nos testículos de camundongos adultos 

selvagens e iNOS deficientes. 

3.2 – Objetivos Específicos 

I- Avaliar através de histomorfometria o testículo de camundongos adultos sexualmente 

maduros selvagens e iNOS-/-, tratados ou não com propiltiouracil (PTU), com ênfase nos 

seguintes parâmetros: 

a) Determinação da proporção volumétrica e do volume líquido ocupado pelos 

diferentes componentes do parênquima testicular; 

b) Cálculo do diâmetro tubular e comprimento total dos túbulos seminíferos; 

c) Determinação da frequência dos estádios do ciclo do epitélio seminífero; 

d) Obtenção do volume e número de células de Sertoli e de Leydig; 

e) Estimativa dos índices meiótico e de célula de Sertoli; 

f) Cálculo da produção espermática diária. 

II- Investigar, através de imunohistoquímica e qPCR, a expressão das seguintes proteínas 

nos testículos de camundongos selvagens e iNOS-/-: Sox9; Receptor de andrógeno (AR); StAR; 

3β-HSD; Aromatase; Receptor de estrógeno α (ERα); e Receptor de estrógeno β (ERβ). 
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4 - MATERIAIS E MÉTODOS 

4.1 – Animais  

 No presente estudo foram utilizados camundongos selvagens da linhagem C57BL6/J 

procedentes do Centro de Bioterismo (Cebio) do ICB/UFMG e camundongos deficientes em 

iNOS (iNOS-/-; B6.129P2 – Nos2tm1Lau⁄J, stock number 002609), procedentes do The Jackson 

Laboratory. Estes camundongos foram mantidos no biotério do Laboratório de Biologia 

Celular, sob ciclo claro/escuro de 12:12 horas, recebendo água e ração ad libitum. Conforme 

será detalhado posteriormente, estes animais foram divididos em diferentes grupos, que 

foram submetidos ao hipotireoidismo experimental ou a análises imunohistoquímicas e de 

expressão gênica. O presente projeto foi aprovado pelo comitê de ética em experimentação 

animal da UFMG (CETEA) sob o número de protocolo 48/2010.  

4.2 – Hipotireoidismo experimental 

 O PTU (6-propil-2-tiouracil; P-3755, Sigma) foi a droga utilizada para induzir o 

hipotireoidismo neonatal transitório nos camundongos selvagens e iNOS deficientes. Esta 

droga foi adicionada à água de beber das mães lactantes desde o nascimento da ninhada até 

vinte dias pós-parto, nas concentrações de 0,006%, 0,012% a 0,036% (p/v) (COOKE et al., 

1993). Desta forma, a droga ingerida pela mãe é transferida para os filhotes recém-nascidos 

através do leite materno, promovendo o hipotireoidismo nesses animais (KIRBY et al., 1992). 

Para melhorar a palatabilidade da solução contendo PTU, que tem sabor amargo, cerca de 

10 gotas de adoçante comercial foram adicionadas por litro desta solução. As mães do grupo 

controle receberam apenas água e ração. Após o desmame, os camundongos machos 

receberam água pura e ração ad libitum até os 70 dias de idade, quando foram então 

sacrificados e seus testículos coletados. Nesta parte do nosso estudo quatro grupos foram 

estabelecidos, conforme mostrado a seguir: (I) selvagem eutireoideo (WT, n = 20); (II) 

selvagem tratado com PTU (WT + PTU, n = 15); (III) iNOS-/- eutireoideo (iNOS-/-, n = 16); e (IV) 

iNOS-/- tratado com PTU (iNOS-/- + PTU, n = 16). No total, 67 camundongos foram utilizados. 
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4.3 - Avaliação histomorfométrica 

4.3.1 Coleta e processamento dos testículos 

 Aos 70 dias de idade, os camundongos dos quatro grupos já citados foram pesados e 

seus testículos fixados por perfusão intraventricular. Aproximadamente 15 minutos antes da 

perfusão os animais receberam injeção intraperitoneal de heparina (Liquemine, Roche; 125 

UI/kg de peso corporal). O plano anestésico foi obtido através da injeção intraperitoneal de 

tiopental sódico (Thiopentax; 50mg/kg de peso corporal). Procedeu-se então a laparotomia 

e posterior toracotomia. Após cateter de 22G ser introduzido no ventrículo esquerdo, um 

pique foi feito no átrio direito e o leito vascular lavado com solução salina 0,9% a uma 

pressão de aproximadamente 80mmHg. Imediatamente após a retirada do sangue, iniciou-

se a perfusão com o fixador glutaraldeído a 4% em tampão fosfato (0,05M, pH 7,3). Esta 

etapa de fixação durou aproximadamente 25-30 minutos e os testículos foram então 

retirados, pesados, seccionados e re-fixados por imersão por mais 12-24 horas no mesmo 

fixador, a 4°C. Em seguida, os fragmentos de testículo foram desidratados em concentrações 

crescentes de álcool (70°, 80°, 90°, 95°, 95°), com trocas a cada 30 minutos. Estes fragmentos 

foram então incluídos em glicol metacrilato (Leica Historesin Embedding Kit) e 

posteriormente seccionados a 4µm em micrótomo JB-4 Sorvall com navalha de vidro. As 

secções histológicas obtidas foram coradas com azul de toluidina-borato de sódio a 1%, 

montadas com Entellan (Merck) e observadas em microscópio óptico. Em cada um dos 

quatro grupos avaliados, 6 camundongos foram escolhidos ao acaso para as análises 

histomorfométricas, tomando-se o cuidado de se selecionar dois animais tratados com cada 

uma das três doses de PTU utilizadas (0,006%, 0,012% e 0,036%). 

4.3.2 Proporções volumétricas (%) e volume dos componentes do testículo 

 As proporções volumétricas foram estimadas através de análises de imagens com a 

utilização do software ImageJ v1.47. Todas as imagens utilizadas foram capturadas em 

microscópio Olympus BX60 acoplado a câmera fotográfica em objetiva de 40X, adquiridas 

com resolução de 2576 X 1932 pixels (300 dpi). Em seguida, foi realizada a padronização da 

área de 9232 pixels por quadrado do retículo, conferindo um total de 540 pontos por 

imagem. Foram utilizadas 15 imagens por animal, perfazendo um total de 8100 pontos por 

animal. Dentre os diversos componentes testiculares avaliados foram contados pontos sobre 
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a túnica própria, epitélio seminífero, lume, célula de Sertoli, célula de Leydig, vasos 

sanguíneos, vasos linfáticos, tecido conjuntivo e artefatos. O volume (μL) de cada 

componente testicular avaliado foi estimado a partir do conhecimento do volume líquido do 

testículo, obtido subtraindo-se do peso bruto do testículo o peso da túnica albugínea (3,5% 

do peso testicular). 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: 

V = (VT.X) / 100 

onde: V = volume do componente no testículo (μL)   

VT = volume total do parênquima testicular (μL) 

X = percentual (%) ocupado pelo componente no testículo  

4.3.3 Diâmetro tubular, altura do epitélio seminífero e comprimento total dos túbulos 

seminíferos 

 O diâmetro tubular médio (µm) e a altura do epitélio seminífero foram obtidos a 

partir da mensuração ao acaso de 30 secções transversais de túbulos seminíferos que 

apresentaram contorno o mais circular possível, utilizando-se ocular micrométrica de 10x e 

objetiva de 40x, com aumento final de 400x. O comprimento total dos túbulos seminíferos 

(CT), expresso em metros, foi estimado a partir do conhecimento do volume ocupado pelos 

túbulos seminíferos no testículo e do diâmetro tubular médio obtido para cada animal, 

através da fórmula abaixo (ATTAL & COUROT, 1963): 

CT = VTS/R2 

onde: VTS = volume líquido dos túbulos seminíferos no testículo 

 R = diâmetro tubular/2 

4.3.4 Frequência de estádios do ciclo do epitélio seminífero 

 A frequência de cada estádio do ciclo do epitélio seminífero, caracterizados de 

acordo com o método do sistema acrossômico (RUSSELL et al., 1990), foi obtida a partir da 

contagem de pelo menos 200 secções transversais de túbulos seminíferos, que 

apresentavam formato o mais circular possível, por animal. 
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4.3.5 Volume de células de Leydig e do núcleo de células de Sertoli 

 O cálculo do volume individual das células de Leydig foi feito utilizando-se retículo 

com 441 intersecções (pontos), em aumento de 1000x. Mil pontos sobre o núcleo ou o 

citoplasma das células de Leydig foram contados por animal, com a finalidade de se 

determinar a proporção (%) entre núcleo e citoplasma. Em outra etapa, o diâmetro nuclear 

médio destas células foi obtido, também em aumento de 1000x, medindo-se trinta núcleos 

para cada animal. Os núcleos medidos foram aqueles com forma mais arredondada possível, 

cromatina perinuclear e nucléolos evidentes. A partir destes dados e aplicando-se as 

fórmulas abaixo, foram calculados o volume nuclear, o volume do citoplasma e, 

conseqüentemente, o volume total da célula de Leydig por animal. 

 Volume nuclear = 4/3πR³  onde: R = raio nuclear (diâmetro nuclear/2) 

 Volume citoplasmático = % citoplasma x volume nuclear / % núcleo 

 Volume celular = volume nuclear + volume citoplasmático 

Com relação às células de Sertoli, trinta núcleos com nucléolo evidente foram medidos 

em seus diâmetros maior e menor, em aumento de 1000x. Seu volume nuclear foi obtido da 

mesma forma já citada para o núcleo das células de Leydig. 

4.3.6 Número de células de Leydig e de Sertoli por testículo 

 A partir do volume individual da célula de Leydig e nuclear da célula de Sertoli, bem 

como do volume líquido ocupado pelos mesmos no parênquima testicular, o número destas 

células por testículo foi estimado, conforme fórmula abaixo: 

NC = (V/Vn) 

onde: NC = número total de cada tipo celular (x106) 

V = volume líquido ocupado pela célula de Leydig ou núcleo da célula de Sertoli no 

parênquima testicular (μL) 

Vn = volume celular ou nuclear do tipo celular considerado (µm³) 

4.3.7 Contagens e razões celulares 

 As contagens celulares foram obtidas em 10 secções transversais de túbulos 

seminíferos, com perfil arredondado, no estádio VII do ciclo do epitélio seminífero, em 

aumento de 1000x. Os seguintes tipos celulares foram avaliados: 
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 Nucléolo de células de Sertoli 

 Espermatócito primário em paquíteno 

 Espermátides arredondadas 

 O diâmetro nuclear médio (DM) foi obtido através da média do diâmetro de 10 

núcleos/nucléolos de cada tipo celular considerado, em aumento de 1000x. Todas as 

contagens celulares foram corrigidas para o diâmetro nuclear/nucleolar e espessura do corte 

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

Almquist (1962): 

 Número corrigido =     (Contagem obtida   x   Espessura do corte) 

                          Espessura do corte + √(DM/2)² - (DM/4)² 

 Para se estimar a eficiência da espermatogênese e da célula de Sertoli foram 

calculadas as seguintes razões entre as células: 

 Índice Meiótico = Espermátides arredondadas/espermatócitos primários em paquíteno 

 Índice (eficiência) da célula de Sertoli (ICS) = Espermátides arredondadas/nucléolo de 

célula de Sertoli 

4.3.8 Produção espermática diária (PED) 

 Esta estimativa foi feita através da seguinte fórmula (FRANÇA, 1992): 

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

 A duração do estádio VII foi baseada na frequência obtida pra este estádio e na 

duração do ciclo do epitélio seminífero estimada para camundongos C57BL/6J (AVELAR et 

al., 2003) e iNOS-/- (AUHAREK et al., 2011). 

4.4 – Avaliação da expressão gênica por qPCR 

 Aos 70 dias de idade, 3 camundongos selvagens e 4 iNOS-/- foram sacrificados por 

sobredose de anestésico (tiopental sódico, 50mg/kg), e tiveram seus testículos coletados, 

pesados e congelados em nitrogênio líquido. O RNA total foi extraído através de 

homogeneização dos testículos em Trizol (15596-018, Life Technologies). Em seguida, 

adicionou-se clorofórmio, agitando vigorosamente em vórtex e incubando por 3 minutos à 
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temperatura ambiente. O homogenato assim obtido foi centrifugado por 12000g durante 15 

minutos a 4ºC e o sobrenadante aquoso incolor removido cuidadosamente e transferido 

para um eppendorf com isopropanol. O tubo foi invertido por 3 vezes e deixado em repouso 

por 15 minutos para que ocorresse a precipitação do RNA, procedendo-se então nova 

centrifugação a 12000g, durante 15 minutos a 4ºC. Em seguida, removeu-se novamente o 

sobrenadante e o pellet de RNA foi lavado duas vezes com etanol 75%, sendo agitado e 

centrifugado a 7500g por 3 minutos, a 4ºC. Após a última lavagem e evaporação do etanol, o 

RNA foi ressuspendido em água tratada com dietilpirocarbonato (DEPC) e sua concentração 

foi determinada por espectrofotometria. 

 O RNA obtido foi submetido à transcrição reversa, seguida de reação em cadeia de 

polimerase. Para tal finalidade, 10 µg de RNA foi tratado com DNAse (AM1906, DNA-free Kit, 

Life Technologies), em banho-maria à 37ºC, por 30 minutos. Ao final deste processo 

adicionou-se o inibidor de reação de DNAse, homogeneizando-se a solução em vórtex a 

temperatura ambiente por 2 minutos, e centrifugando-se a mesma a 10000g, por 90 

segundos. O sobrenadante foi removido para proceder-se a síntese de cDNA (4368814, High-

Capacity cDNA Reverse Transcription Kit, Life Technologies), adicionando-se ao RNA tratado 

com DNAse os seguintes reagentes: inibidor de RNAse; solução tampão; dNTP Mix; Oligo dT; 

transcriptase reversa Multiscribe MuLV; e água DEPC. Os eppendorfs foram levados ao 

termociclador para a síntese do cDNA, na seguinte sequência: 25ºC por 10 minutos, 37ºC por 

120 minutos, e 85ºC por 5 minutos. 

 A partir do cDNA já sintetizado o ensaio de qPCR foi realizado. Para cada amostra de 

cDNA adicionou-se Power SYBR Green (4367659, Life Technologies), os primers forward ou 

reverse e água DEPC. A sequência dos primers utilizados e suas concentrações estão contidos 

na tabela 1. O volume final foi homogeneizado e dividido numa duplicata, e cada reação foi 

repetida quatro vezes, sendo os resultados normalizados pela expressão de β-actina. A 

reação de PCR quantitativo foi realizada no equipamento StepOnePlus Real-Time PCR 

System (Life Technologies) utilizando-se o programa mostrado na tabela 2. 

4.5 - Imunohistoquímica 

 Neste estudo, 10 camundongos selvagens e 9 iNOS-/- foram sacrificados aos 70 dias 

de idade com injeção intraperitoneal de tiopental sódico (50mg/kg de peso corporal) e 
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tiveram seus testículos coletados, pesados e fixados por imersão em solução de bouin, por 

24 horas. Este material foi desidratado, incluído em Paraplast (P-3558, Sigma) e secções 

histológicas com 5µm de espessura foram aderidas a lâminas tratadas com poli-L-lisina. As 

lâminas foram desparafinizadas em xilol e hidratadas em concentrações decrescentes de 

etanol e água destilada. Em seguida, a recuperação antigênica foi realizada utilizando 

tampão citrato (pH 6,0), em microondas com potência máxima, por cinco minutos, contados 

a partir da ebulição. Após o resfriamento, foi realizado o bloqueio da peroxidase endógena, 

utilizando-se peróxido de hidrogênio a 30%, por 30 minutos. As lâminas histológicas foram 

incubadas com soro fetal de cabra (G 9023, Sigma) a 10%, por 30 minutos, e, em seguida, 

com o anticorpo primário “overnight” a 4°C. Anticorpos para o receptor de andrógeno (AR; 

N-20, SC-816, Santa Cruz Biotechnology) e aromatase (PA5-19633, Thermo Scientific), foram 

utilizados, respectivamente, nas diluições de 1:150 e 1:300, enquanto o controle negativo foi 

obtido através da omissão do anticorpo primário, substituindo-o pelo soro fetal de cabra. 

Posteriormente, as lâminas foram incubadas com o anticorpo secundário biotinilado 

(ab6720, Abcam), por 1 hora, seguido pelo complexo estreptavidina-peroxidase (Peroxidase 

Dual Link System-Dako Envision, ab64269, Abcam), por 30 minutos, à temperatura 

ambiente. A reação foi revelada com diaminobenzidina (DAB; D5637-5G, Sigma) e os cortes 

histológicos contra-corados com Hematoxilina de Mayer.  

 Com a finalidade de quantificar a expressão do AR e da aromatase nas células 

testiculares, imagens aleatórias do parênquima testicular foram obtidas em microscópio 

Olympus BX60, acoplado a câmera fotográfica e adquiridas com resolução de 2576 X 1932 

pixels (300dpi). Utilizando-se o programa Photoshop CS3 v10.0, as imagens foram 

convertidas em escala de cinza e, em seguida, as cores foram invertidas. Após esta etapa, 

estas imagens foram analisadas no programa Image J, mensurando-se pelo menos 30 células 

para cada animal. O núcleo ou uma região do citoplasma expressando a proteína de 

interesse foram demarcados e a intensidade de pixels foi determinada de acordo com o 

histograma. Para se excluir a variação de background mediu-se uma região sem células 

(lume de túbulo seminífero ou vaso sanguíneo) em cada imagem e esse valor foi subtraído 

do valor obtido para cada célula da mesma imagem. A expressão do AR nas células de Sertoli 

foi analisada por estádios do ciclo do epitélio seminífero, que foram agrupados da seguinte 

maneira: I-IV (estádios contendo espermatogônias do tipo A ou Intermediária), V-VI 
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(estádios contendo espermatogônias do tipo B), VII-VIII (estádios próximo à espermiação), 

IX-XI (estádios após a espermiação) e XII (estádio com presença de figuras de divisões 

meióticas). 

4.6 – Análises Estatísticas 

 Os resultados obtidos estão apresentados como média ± erro padrão. A análise 

estatística foi feita utilizando-se o programa GraphPad Prism 5 e aplicando-se o teste One-

way ANOVA, seguido de Newman-Keuls para as análises histomorfométricas. Já o teste “t” 

de Student foi utilizado para as análises de expressão gênica e protéica. O nível de 

significância considerado foi de p<0,05. 
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5. RESULTADOS 

5.1 - Pesos corporal e testicular e índice gonadossomático 

 Os dados biométricos encontram-se na tabela 3 e figura 1. Conforme pode ser 

observado, quando comparado com os demais grupos experimentais, o peso corporal no dia 

da eutanásia apresentou-se significativamente reduzido apenas no grupo selvagem/controle 

(WT) tratado com PTU. Com relação ao peso testicular, em comparação aos animais controle 

este importante parâmetro mostrou-se aumentado (p<0,05) em todos os outros grupos. 

Ainda, o peso testicular dos animais iNOS-/- tratados ou não com PTU foi significativamente 

maior que aquele observado no grupo WT + PTU (Fig. 1A). Padrão semelhante foi notado 

para o índice gonadossomático, que expressa a relação percentual entre o peso das gônadas 

e o peso corporal (Fig. 1B). 

5.2 - Análise histomorfométrica   

5.2.1 Histologia testicular 

 Através da figura 2 pode ser observado que tanto o compartimento tubular quanto o 

intertubular encontram-se aparentemente normais do ponto de vista estrutural em todos os 

grupos analisados. 

5.2.2 Proporção volumétrica dos componentes testiculares 

 Os resultados referentes à proporção volumétrica (%) encontram-se na tabela 3, 

onde pode ser notado que para a grande maioria dos parâmetros avaliados não foram 

encontradas diferenças significativas. Ainda nesta tabela observa-se que o volume ocupado 

pelo lume tubular apresentou-se aumentado (p<0,05) no grupo iNOS-/- apenas quando o 

mesmo foi comparado ao grupo WT+PTU. Já o percentual de túnica própria teve aumento 

significativo apenas nos animais selvagens tratados com PTU. Com relação ao parâmetro 

“outros”, que compreende células e fibras do tecido conjuntivo, seu percentual mostrou-se 

significativamente diferente quando os grupos WT+PTU e iNOS-/- foram comparados entre si.  

5.2.3 Diâmetro tubular e comprimento dos túbulos seminíferos  

 O diâmetro dos túbulos seminíferos (Tabela 3 e Fig. 3A) não apresentou diferença 

(p>0,05) entre os grupos WT e iNOS-/- + PTU. No entanto, em comparação com estes dois 
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grupos experimentais mencionados, os valores encontrados para este parâmetro sofreram 

redução significativa (~12%) no grupo selvagem tratado com PTU e aumento (~5%; p<0,05) 

nos animais iNOS-/-. Com relação ao comprimento tubular total observou-se que, em 

comparação com o grupo WT, o mesmo foi maior (p<0,05) nos outros três grupos e aqueles 

tratados com PTU foram diferentes entre si (Fig. 3B). O comprimento dos túbulos 

seminíferos por grama de testículo apresentou a mesma tendência encontrada para a túnica 

própria, sendo maior no grupo WT + PTU, enquanto a altura do epitélio seminífero não 

apresentou alteração significativa (Tabela 3). 

5.2.4 Frequência de estádios do ciclo do epitélio seminífero  

 Conforme pode ser observado na figura 4, nenhuma variação significativa foi 

encontrada para a frequência dos estádios nos quatro grupos analisados.  

5.2.5 Números de células germinativas e razões celulares 

 Os valores encontrados para os números corrigidos e índices obtidos através da 

contagem celular no estádio VII estão listados na tabela 4, onde pode-se notar inicialmente 

que o número de nucléolos de células de Sertoli não apresentou alterações significativas em 

nenhum dos quatro grupos analisados. Já o número de espermatócitos em paquíteno foi 

menor (p<0,05) nos animais WT + PTU quando comparado aos dois grupos iNOS-/-. Em 

relação aos outros dois grupos avaliados, o número de espermátides arredondadas foi 

respectivamente menor e maior nos grupos WT+PTU e iNOS-/-.  

 Quanto ao índice de células de Sertoli, que representa a capacidade de 

suporte/eficiência desta célula, seu valor mostrou-se reduzido (p<0,05) nos animais 

selvagens tratados com PTU (Tabela 4 e Fig. 5B). Por outro lado, o índice meiótico não 

apresentou alterações significativas entre os grupos investigados (Tabela 4). 

5.2.6 Células de Sertoli e Produção Espermática Diária 

 Na avaliação dos quatro grupos estudados pôde ser notado que o número total de 

células de Sertoli por testículo foi significativamente maior (Tabela 4 e Fig. 5A) nos animais 

iNOS-/- tratados ou não com PTU, enquanto nos camundongos WT + PTU o número destas 

células situou-se num patamar intermediário (p<0,05) entre estes dois grupos e o grupo WT. 

Já o número destas células por grama de testículo apresentou valores mais elevados 
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(p<0,05) nos camundongos controles tratados com PTU, seguido pelo grupo iNOS-/- + PTU 

(Tabela 4). 

 À semelhança do observado para o peso testicular e o índice gonadossomático, a 

produção espermática diária por testículo, que pode ser considerado um dos parâmetros 

nobres do presente estudo, seguiu exatamente o mesmo padrão encontrado para o número 

de células de Sertoli por testículo (Tabela 4 e Fig. 5C). Quanto à produção espermática diária 

por grama de testículo, nenhuma diferença significativa foi observada (Tabela 4 e Fig. 5D). 

5.2.7 Células de Leydig 

 Os parâmetros relacionados à morfometria das células de Leydig estão compilados na 

tabela 5, onde pode ser observado que tanto o diâmetro quanto o volume nuclear destas 

células não sofreram alteração significativa em nenhum dos grupos analisados.  Já o volume 

citoplasmático das mesmas mostrou-se menor no grupo iNOS-/-, sendo no entanto esta 

redução significativa apenas quando comparado ao grupo selvagem; padrão semelhante foi 

notado para o volume celular (Tabela 5 e Fig. 6A). 

 Por outro lado, em comparação com o grupo WT, o número de células de Leydig por 

testículo apresentou aumento significativo somente nos camundongos iNOS-/- (Tabela 5 e 

Fig. 6B); enquanto nenhuma alteração de seu número por grama de testículo foi encontrada 

(Tabela 5). 

5.3 – Análises de expressão gênica e proteica 

5.3.1 Sox9 

 A figura 7 mostra que, em comparação com os camundongos selvagens, a expressão 

do mRNA de Sox9 foi significativamente maior (cerca de 3 vezes) nos animais iNOS 

deficientes. 

5.3.2 Receptor de Andrógeno 

 Conforme esperado, a expressão do receptor de andrógeno nos testículos, 

representada nas figuras 8 e 9 (A e B), foi encontrada no núcleo das células de Leydig, Sertoli 

e peritubulares mióides. No testículo como um todo, pode-se observar que a expressão do 

mRNA de AR foi quase quatro vezes maior (p<0,05) nos animais iNOS-/- (Fig. 8C). A 

quantificação da marcação por imunohistoquímica, avaliada através da intensidade de 
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pixels, revelou que a expressão deste receptor foi significativamente maior nas células de 

Sertoli dos animais iNOS-/- (Fig. 8D), apesar de forte tendência de aumento ter sido 

observada nas células de Leydig (p=0,07). A expressão de AR nas células peritubulares 

mióides foi semelhante entre os dois grupos avaliados (Fig. 8D). 

 A expressão do receptor de andrógeno nas células de Sertoli também foi avaliada ao 

longo dos diferentes estádios do ciclo do epitélio seminífero. Conforme pode ser observado 

na figura 9, em todos os agrupamentos feitos para os estádios, os camundongos iNOS-/- 

apresentaram aumento significativo na expressão de AR nas células de Sertoli. 

5.3.3 Enzimas esteroidogênicas (StAR e 3β-HSD) 

 A expressão das enzimas esteroidogênicas StAR e 3β-HSD foi analisada através de 

qPCR, onde pode ser observado que ambas as enzimas apresentaram menores (p<0,05) 

níveis de expressão nos camundongos iNOS deficientes (Fig. 10). 

5.3.4 Aromatase 

 Com relação à enzima aromatase, marcação para a mesma foi encontrada no 

citoplasma das células de Leydig. No entanto, não foi observada diferença significativa na 

quantificação da sua expressão por qPCR ou mesmo por intensidade de pixels entre os 

grupos WT e iNOS-/- (Fig. 11). 

5.3.5 Receptores de Estrógeno 

 A quantificação da expressão dos receptores de estrógeno ERα e ERβ foi realizada 

através de qPCR. Nesta avaliação, diferença significativa foi observada somente para a 

expressão do receptor do tipo alfa (ERα), que apresentou-se  aumentado nos animais iNOS 

deficientes (Fig. 12).  
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6 - DISCUSSÃO 

Já está bem estabelecido na literatura que o hipotireoidismo transitório neonatal 

estende o período de proliferação das células de Sertoli, aumentando significativamente o 

número destas células, o peso testicular e a magnitude da produção espermática, 

particularmente em roedores comumente utilizados em laboratório (ratos, camundongos e 

hamsteres). Da mesma forma, estudos na literatura têm demonstrado que camundongos 

iNOS-/- apresentam aumento significativo no número de células de Sertoli, no peso testicular 

e na produção espermática. Neste contexto, a partir de estudos desenvolvidos 

recentemente em nosso laboratório com camundongos envolvendo estes dois modelos 

experimentais (AUHAREK & FRANÇA, 2010; AUHAREK et al., 2011, 2012), procuramos no 

presente estudo investigar, através de métodos quantitativos, se o hipotireoidismo 

transitório neonatal resultaria em efeito aditivo na atividade mitótica das células de Sertoli 

de camundongos iNOS-/-.  Numa outra vertente deste nosso trabalho, investigamos ainda o 

papel do óxido nítrico na regulação morfofuncional do testículo, avaliando-se 

particularmente o padrão de expressão de importantes marcadores da função testicular de 

camundongos selvagens e iNOS-/- sexualmente maduros, através de imunohistoquímica e 

qPCR. Portanto, na discussão que se segue serão abordados inicialmente os resultados 

obtidos com o hipotireoidismo e, posteriormente, àqueles referentes aos estudos 

envolvendo a expressão gênica e protéica.  

Confirmando que o tratamento com PTU não modifica a citoarquitetura do testículo 

(JOYCE et al., 1993; COOKE et al., 2005; AUHAREK & FRANÇA, 2010), nenhum dos dois 

grupos experimentais tratados com esta droga bociogênica apresentaram alterações 

histológicas evidentes neste órgão, o que pode, de maneira geral, ser evidenciado pelos 

resultados referentes à proporção volumétrica. Com relação à frequência de estádios, que 

reflete o ritmo de progressão das associações celulares durante a espermatogênese, 

nenhuma alteração foi encontrada entre os diversos grupos analisados.  

Quanto ao diâmetro tubular, que retrata a atividade espermatogênica, o mesmo 

apresentou-se nitidamente maior nos camundongos iNOS-/- (LUE et al., 2003; AUHAREK et 

al., 2011), o que pelo menos em parte deve-se ao maior percentual ocupado pelo lume 

tubular, resultante da secreção de fluido pelas células de Sertoli, sob influência de 

andrógenos (SHARPE et al., 1994; DE GENDT et al., 2004; WELSH et al., 2009). O papel dos 
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esteroides na função testicular de camundongos iNOS-/- será discutido detalhadamente 

adiante. A diminuição observada no diâmetro tubular nos animais tratados com PTU, em 

relação aos respectivos controles, deveu-se provavelmente ao atraso que já foi observado 

no desenvolvimento de camundongos após o período de tratamento com esta droga (JOYCE 

et al., 1993; AUHAREK & FRANÇA, 2010). Neste sentido, apesar da idade (70 dias) dos 

camundongos avaliados ter sido adequada para se investigar o número de células de Sertoli, 

principal foco desta parte do presente trabalho, o diâmetro tubular provavelmente teria sido 

maior aos 100 dias de idade nos animais tratados com PTU (AUHAREK & FRANÇA, 2010).  

O comprimento tubular total é um excelente indicador da magnitude da proliferação 

das células de Sertoli, que ocorre durante o período pré-púbere (HESS et al., 1993; SHARPE, 

1994; REY, 1999; FRANÇA et al., 2000). Sugerindo fortemente que o número de células de 

Sertoli encontra-se aumentado, no presente trabalho foi observado que, em comparação 

com os animais controles, o comprimento total dos túbulos seminíferos foi maior nos 

camundongos iNOS deficientes e naqueles tratados com PTU.  

Os números e razões celulares obtidos a partir de contagens realizadas em estádios 

específicos do CES representam uma maneira bastante acurada de analisar funcionalmente 

o processo espermatogênico e de se estimar a produção espermática, permitindo 

comparações entre diferentes espécies e grupos experimentais. Ainda, o equilíbrio entre 

proliferação e apoptose desempenha papel muito importante na regulação do número de 

células germinativas no epitélio seminífero (ROOSEN-RUNGE, 1973; BLANCO-RODRÍGUEZ, 

1998; HESS & FRANÇA, 2007). Particularmente na fase espermatogonial, o mecanismo 

homeostático de regulação de apoptoses é considerado densidade-dependente, limitando a 

quantidade de células germinativas que entram na fase meiótica a um número que possa ser 

suportado pelas células de Sertoli disponíveis (HUCKINS, 1978; DE ROOIJ & LOK, 1987; 

SHARPE, 1994; DE ROOIJ, 1998; DE ROOIJ & RUSSELL, 2000; HESS & FRANÇA, 2007). De 

maneira geral, em vertebrados, as apoptoses ocorrem durante as divisões mitóticas e 

meióticas (devido a danos cromossomais), e mesmo em espécies com alta produção 

espermática as perdas celulares podem ser consideravelmente altas (ROOSEN-RUNGE, 1973; 

FRANÇA; RUSSELL, 1998; HESS; FRANÇA, 2007). No presente estudo, as contagens celulares 

feitas tiveram como principal objetivo estimar as eficiências espermatogênica e de célula de 

Sertoli, bem como as perdas celulares que ocorrem durante a meiose.   
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 Ilustrando o que já foi mencionado acerca de um possível atraso na maturidade 

sexual completa dos camundongos tratados com PTU (JOYCE et al., 1993; AUHAREK & 

FRANÇA, 2010), os números de células germinativas obtidos por secção transversal de 

túbulos seminíferos no estádio VII do CES, particularmente de espermátides arredondadas, 

mostraram-se reduzidos nos grupos tratados com PTU, em comparação com seus 

respectivos controles. Estes resultados refletiram diretamente no índice (eficiência) de célula 

de Sertoli, que também se mostrou reduzido nestes mesmos grupos. Quanto ao índice 

meiótico, que retrata a razão entre as espermátides arredondadas recém-formadas e os 

espermatócitos primários em paquíteno, indicando as perdas celulares que usualmente 

ocorrem durante a prófase meiótica I, o mesmo não apresentou diferenças entre os quatro 

grupos investigados no presente trabalho, situando-se ainda em patamar semelhante (30 a 

45% de perdas celulares) ao descrito na literatura para camundongos (CLERMONT; TROTT, 

1969; AVELAR et al., 2004; HESS; FRANÇA, 2007). 

No presente estudo, conforme esperado a partir da literatura e demonstrando a 

eficiência dos tratamentos utilizados, tanto o grupo selvagem tratado com PTU (JOYCE et al., 

1993; AUHAREK & FRANÇA, 2010) quanto o grupo iNOS-/- (LUE et al., 2003; AUHAREK et al., 

2011, 2012) apresentaram marcante aumento no peso testicular. De forma inesperada, não 

foi observado efeito aditivo no peso testicular dos animais iNOS deficientes tratados com 

PTU. O mesmo padrão comentado acima foi encontrado para outros importantes 

parâmetros investigados nestes camundongos, tais como o índice gonadossomático, o 

número total de células de Sertoli e a produção espermática por testículo. De qualquer 

forma, conforme já está estabelecido na literatura, em todos os quatro grupos investigados 

o número total de células de Sertoli foi o fator determinante da magnitude da produção 

espermática diária por testículo (HESS et al., 1993; FRANÇA et al., 1995; FRANÇA & RUSSELL, 

1998; ROCHA et al., 1999; SHARPE et al., 2003; HESS & FRANÇA, 2007).  

No presente estudo, não temos ainda uma explicação plausível para o fato do efeito 

aditivo no número de células de Sertoli não ter ocorrido nos camundongos iNOS deficientes 

tratados com PTU, no entanto algumas hipóteses podem ser levantadas. Por exemplo, 

embora o tratamento com PTU estenda o período de proliferação destas células em 

camundongos Swiss-Webster (JOYCE et al., 1993), talvez o mesmo não ocorra na linhagem 

C57BL6/J (AUHAREK & FRANÇA, 2010), utilizada como background para os camundongos 
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iNOS-/-, que podem ainda ter a capacidade proliferativa das células de Sertoli esgotada neste 

período. Ademais, como as análises nestes animais foram feitas utilizando-se basicamente 

parâmetros histomorfométricos, torna-se mais complexo definir mecanismos funcionais que 

expliquem a não ocorrência deste efeito aditivo. Ainda, sabe-se que hormônios tireoidianos 

e o óxido nítrico estão conjuntamente envolvidos em mecanismos regulatórios em diversos 

órgãos em processos fisiológicos e patológicos como, por exemplo, sistema nervoso central 

(RODRÍGUEZ-ARNAO et al., 2003; XU et al., 2010), coração (FELLET et al., 2004, 2006; KISSO 

et al., 2008; SARATI et al., 2012), fígado (FERNÁNDEZ et al., 2005), sistema imune (BARREIRO 

ARCOS et al., 2006, 2011) e, principalmente, vasodilatação. Neste sentido, já foi 

demonstrado que tanto o hipotireoidismo quanto a redução nos níveis de óxido nítrico 

causam hipertensão e até mesmo insuficiência cardíaca, e ambos os fatores estão envolvidos 

na dilatação de vasos e secreção de substâncias pelas células endoteliais (GRIEVE et al., 

1999; TADDEI et al., 2003; MCALLISTER et al., 2005; MCALLISTER et al., 2005; VIRDIS et al., 

2009). No entanto, no nosso conhecimento, não existem estudos específicos relacionados a 

estas possíveis alterações no testículo ou mesmo no sistema reprodutor. A literatura mostra 

ainda que o hipotireoidismo causa redução nos níveis de todas as isoformas de NOS (eNOS, 

nNOS e iNOS), e que esta redução pode ser compensada pelo nitroprussiato de sódio (SNP), 

uma substância conhecida por elevar os níveis de óxido nítrico (RAGGINER et al., 2013). 

Assim, pode ser aventado que um mecanismo redundante ocorra quando se associa o 

hipotireoidismo com modelos animais deficientes em iNOS, conforme realizamos no 

presente estudo. Num outro aspecto, do ponto de vista hormonal, em vários períodos 

avaliados durante o desenvolvimento pós-natal o tratamento com PTU suprimiu os níveis de 

gonadotrofinas (FSH e LH) (KIRBY et al., 1992; VAN HAASTER et al., 1992), enquanto os níveis 

de testosterona pareceram não se alterar, a despeito de estudos in vitro com células de 

Leydig expostas ao PTU ou de ratos que receberam este tratamento, terem demonstrado 

alterações na esteroidogênese, com redução na secreção de testosterona (HARDY et al., 

1993; CHIAO et al., 2002).  

Além de seus efeitos sobre a população de células de Sertoli, em ratos o tratamento 

com PTU também influencia o número e a função das células de Leydig (HARDY et al., 1993; 

ANTONY et al., 1995; MENDIS-HANDAGAMA et al., 1998; TEERDS et al., 1998; MENDIS-

HANDAGAMA & ARIYARATNE, 2004). Apesar de alguns dados de nosso laboratório serem 
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contrastantes (MIRANDA, 2006), o número destas células em animais tratados chega a ser 

70% maior que nos animais controle. No entanto, tanto o volume quanto o número de 

receptores de LH, bem como o potencial esteroidogênico destas células, parecem ser 

reduzidos (HARDY et al., 1993; COOKE, 1996). De modo semelhante, estudos em ratos e 

camundongos sugerem que o óxido nítrico regula negativamente a esteroidogênese (ADAMS 

et al., 1994; POMERANTZ & PITELKA, 1998; WEISSMAN et al., 2005). Ademais, investigações 

estereológicas em nosso laboratório demonstraram que, comparados aos controles, nos 

animais iNOS deficientes ocorre aumento na proliferação e no número das células de Leydig, 

desde o período fetal até a idade adulta, enquanto o seu volume tende a ser menor nestes 

animais (AUHAREK et al., 2011, 2012). No presente trabalho, em nenhum grupo analisado 

foram observadas alterações no percentual e no volume nuclear das células de Leydig. Em 

contraste, com relação ao grupo controle, o volume citoplasmático e o volume total destas 

células apresentou-se reduzido em todos os grupos, sendo esta redução significativa apenas 

nos animais iNOS-/- que não receberam PTU, e tendência inversa foi observada para o 

número total destas células por testículo (AUHAREK et al., 2011). Portanto, com relação aos 

parâmetros referentes às células de Leydig pode ser inferido que o tratamento com PTU não 

exerceu efeitos evidentes nestas células esteroidogênicas.   

Conforme já foi salientado, o segundo objetivo principal de nosso estudo foi 

caracterizar a expressão de algumas proteínas consideradas funcionalmente importantes 

nos testículos de camundongos selvagens e iNOS-/- sexualmente maduros (70 dias) através 

de técnicas de imunohistoquímica e PCR quantitativo (qPCR).  

O Sox9 é um gene crucial para o desenvolvimento gonadal, regulando a expressão do 

hormônio anti-mulleriano (AMH), e sua expressão é detectada nas células de Sertoli desde o 

desenvolvimento testicular até a vida adulta (KENT et al., 1996; MORAIS DA SILVA et al., 

1996; HARLEY et al., 2003; WILHELM et al., 2007). No entanto, a inativação deste gene após 

a diferenciação testicular somente causa prejuízos a espermatogênese/fertilidade a partir 

dos 5 meses de idade, possivelmente devido a problemas na interação funcional entre 

células de Sertoli e germinativas, mas as vias de atuação do Sox9 no testículo adulto ainda 

precisam ser melhor investigadas (CHABOISSIER et al., 2004; QIN & BISHOP, 2005; O’BRYAN 

et al., 2008; BARRIONUEVO et al., 2009; LAN et al., 2013). Os maiores níveis de mRNA deste 

gene observados no testículo de camundongos iNOS-/- sugerem que as células de Sertoli 
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podem estar funcionalmente mais ativas na regulação do processo espermatogênico, 

corroborando achados em nosso laboratório e da literatura mostrando que camundongos 

iNOS deficientes apresentam menores índices apoptóticos de células germinativas nos 

diferentes estádios do CES (LUE et al., 2003; AUHAREK et al., 2011).  

 No testículo, o receptor de andrógeno (AR) está presente no núcleo das células de 

Sertoli, Leydig, peritubulares mióides e endoteliais (SUÁREZ-QUIAN et al., 1999; ZHU et al., 

2000; ZHOU et al., 2002). Dois principais hormônios esteróides possuem capacidade de se 

ligar ao AR, a testosterona e a diidrotestosterona (DHT), ativando inúmeras vias metabólicas, 

com importantes funções na regulação de fatores que mantêm um ambiente fisiológico 

propício ao desenvolvimento da espermatogênese (SUÁREZ-QUIAN et al., 1999; ZHU et al., 

2000; ZHOU et al., 2002; CHANG et al., 2013). Particularmente, a intensidade da expressão 

deste receptor na célula de Sertoli adulta apresenta variações ao longo dos diferentes 

estádios do CES, sendo mais intensa nos estádios próximos à espermiação, o que sugere 

importante ação dos andrógenos nesta etapa da espermatogênese (SHARPE et al., 1992; 

SHARPE, 1994; BREMNER et al., 1994; HILL et al., 2004). Neste contexto, já foi mostrado na 

literatura que camundongos knockout para o receptor de andrógeno no testículo (ARKO) são 

inférteis, apresentando distúrbios que vão desde o descenso incompleto do testículo 

(criptorquidismo) até substanciais alterações na espermatogênese. Ainda, nestes 

camundongos knockout, redução no número de células de Sertoli e de Leydig, bem como 

várias camadas de células peritubulares mióides na túnica própria são observadas 

(ROBERTSON et al., 2001; O’SHAUGHNESSY et al., 2002; CHANG et al., 2013). Já em 

camundongos knockouts para AR especificamente nas células de Sertoli (SCARKO), a 

espermatogênese não avança além da meiose, além de ausência de lume tubular, devido à 

menor secreção de fluido pelas células de Sertoli, e alterações na formação da barreira 

hematotesticular também serem observados (DE GENDT et al., 2004, 2005; WILLEMS et al., 

2010; CHANG et al., 2013). Portanto, todos estes achados demonstram que, principalmente 

através de andrógenos, as células de Sertoli regulam a espermatogênese e, em última 

análise, a fertilidade.  

 Corroborando a literatura, tanto no testículo de camundongos selvagens quanto nos 

iNOS-/-, expressão de AR foi observada em todas as células somáticas testiculares 

anteriormente citadas. A quantificação total desta expressão mostrou maiores níveis de 
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mRNA de AR nos testículos dos animais iNOS deficientes e, quando a intensidade de pixels 

foi analisada individualmente para cada tipo celular, aumento significativo foi observado 

apenas nas células de Sertoli. Novamente, estes resultados nos permite inferir que estas 

células estão funcionalmente mais ativas nos camundongos iNOS. Ademais, o fato das 

células de Sertoli terem apresentado maior expressão de AR nos animais iNOS-/- em todos os 

agrupamentos de estádios considerados vai de encontro ao que já discutimos acerca destas 

camundongos apresentarem menores perdas de células espermatogênicas, ao longo dos 

diferentes estádios do CES (LUE et al., 2003; AUHAREK et al., 2011). De maneira geral, pode 

ser considerado que o aumento na expressão deste receptor também está relacionado aos 

maiores níveis de andrógenos propostos para os animais iNOS-/- (AUHAREK et al., 2011), uma 

vez que a produção de NO pela enzima iNOS tem sido proposta como modulador negativo 

da produção de testosterona pelas células de Leydig in vivo e in vitro (ADAMS et al., 1992, 

1994; DEL PUNTA et al., 1996; POMERANTZ & PITELKA, 1998; O’BRYAN et al., 2000; 

DREWETT et al., 2002; WEISSMAN et al., 2005; NEE PATHAK & LAL, 2008; LAL & DUBEY, 

2013). No entanto, paradoxalmente, os poucos estudos desenvolvidos até o presente 

momento com estes camundongos iNOS deficientes, incluindo resultados preliminares do 

nosso laboratório, não mostraram diferenças nos níveis plasmáticos e testiculares de 

testosterona (LAUBACH et al., 1998; LUE et al., 2003; WEISSMAN et al., 2005).  

Com relação à via esteroidogênica, os níveis relativos de mRNA das duas enzimas 

desta via (StAR e 3β-HSD) investigadas apresentaram expressão marcantemente reduzida 

nos animais iNOS-/-, o que pode estar correlacionado com o menor volume citoplasmático 

encontrado nas células de Leydig, tanto no presente trabalho quanto em estudos 

anteriormente por nós desenvolvidos nestes animais (AUHAREK et al., 2011, 2012). Assim, os 

resultados encontrados para o maior número e o menor volume da célula de Leydig, 

associados a menor expressão das enzimas esteroidogênicas investigadas no presente 

estudo nos camundongos iNOS-/-, nos permite sugerir a existência de um possível 

mecanismo compensatório capaz de contrabalancear as prováveis alterações fisiológicas 

causadas pela deficiência de iNOS. Portanto, mais estudos são necessários para se elucidar 

os mecanismos envolvidos na regulação da função testicular deste modelo experimental, 

principalmente quando se infere, a partir da grande maioria de nossos resultados e também 
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da literatura, que a elevação dos níveis de andrógenos parece não ser o fator predominante 

nesta regulação em camundongos iNOS-/-. 

 Finalmente, no presente estudo analisamos ainda a expressão da enzima aromatase 

(p450arom), responsável pela conversão de androstenediona/testosterona em estrógenos, 

bem como dos receptores de estrógenos (ERα e ERβ). De acordo com literatura a enzima 

aromatase é expressa principalmente no citoplasma das células de Leydig e germinativas, no 

testículo (NITTA et al., 1993; CARREAU et al., 1999, 2011; CARPINO et al., 2001; LAMBARD et 

al., 2005; CARREAU & HESS, 2010). Alguns estudos sugerem ainda que células de Sertoli 

imaturas apresentam atividade aromatase (CARPINO et al., 2001). Quanto aos estrógenos, 

embora seja ainda motivo de controvérsias, a expressão de seus receptores no testículo 

ocorre de forma mais ampla, dependendo ainda do tipo de receptor (α ou β) (ROSENFELD et 

al., 1998; JEFFERSON et al., 2000; SHIBAYAMA et al., 2001; ZHOU et al., 2002; TAKAO et al., 

2003; CARREAU & HESS, 2010). As importantes funções da aromatase e dos estrógenos para 

a fisiologia do testículo, bem como para o trato reprodutivo, estão claramente evidenciadas 

a partir de diversos estudos e da disponibilidade de modelos animais knockouts (EDDY et al., 

1996; COUSE et al., 1997; HESS et al., 2000; DUPONT et al., 2000; AKINGBEMI et al., 2003; 

CARREAU et al., 2011). Na presente investigação, a expressão de aromatase foi encontrada 

no citoplasma das células de Leydig e no acrossoma das espermátides, o que vai de acordo 

com a literatura, que já demonstrou a presença desta proteína nestes tipos celulares 

(LAMBARD et al., 2005). Ainda, não encontramos alterações no nível de expressão da 

aromatase, enquanto os níveis de mRNA dos receptores de estrógeno ERα se mostraram 

aumentados nos camundongos iNOS deficientes. Dados da literatura mostram que os 

estrógenos podem induzir a formação de óxido nítrico, especialmente em vasos sanguíneos 

(CHEN et al., 1999; PEDRAM et al., 2002; TOWNSEND et al., 2011; SHEN et al., 2014). Assim, 

pode ser sugerido que a interação entre os estrógenos e as enzimas (iNOS, nNOS e eNOS) 

relacionadas com a síntese do óxido nítrico represente uma interessante via de regulação da 

função testicular. 
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7 - CONCLUSÕES 

A partir dos resultados por nós obtidos no presente estudo investigando 

camundongos iNOS deficientes e o tratamento com PTU, bem como importantes 

marcadores da função testicular nestes animais na idade adulta, as seguintes conclusões 

principais podem ser feitas:     

  De forma inesperada e por mecanismo por nós ainda desconhecido, os camundongos 

iNOS deficientes tratados com PTU não apresentaram efeito aditivo no número de 

células de Sertoli por testículo e na produção espermática. Da mesma forma, este 

tratamento não exerceu efeitos evidentes nas células de Leydig, nos levando a 

hipotetizar que um mecanismo de contrabalanceamento ocorra quando se associa o 

hipotireoidismo com modelos deficientes em iNOS; 

  Quanto aos estudos de expressão gênica e proteica, sugerindo que as células de 

Sertoli podem estar funcionalmente mais ativas em camundongos iNOS-/-, sua 

expressão de Sox9 e de receptor de andrógeno apresentou-se mais elevada nestes 

animais. Já o fato dos níveis de mRNA de duas importantes enzimas da via 

esteroidogênica (StAR e 3β-HSD) estarem reduzidos nos camundongos iNOS 

deficientes, parece estar relacionado com o menor volume citoplasmático encontrado 

para as células de Leydig destes animais. Ainda neste sentido, o menor volume aliado 

talvez ao maior número destas células podem estar associados a existência de possível 

mecanismo compensatório para as alterações fisiológicas causadas pela deficiência de 

iNOS no testículo. Também observamos que enquanto a expressão da enzima 

aromatase não se mostrou alterada nos testículos de camundongos iNOS deficientes, o 

mRNA do receptor de estrógeno ERα apresentou-se elevado. O que nos permite 

sugerir que a interação entre os estrógenos e a produção de óxido nítrico represente 

uma importante via de regulação da função testicular em camundongos. 

  



34 
 

8 - ANEXOS (Figuras e Tabelas) 

  

Figura 1: Peso testicular (A) e índice gonadossomático (B; IGS) em camundongos selvagens 
(WT) e iNOS deficientes (-/-), tratados ou não com PTU. Note que os valores encontrados para 
esses dois parâmetros foram significativamente maiores nos grupos iNOS-/-, enquanto o 
grupo controle tratado com PTU situou-se em um patamar intermediário entre os grupos 
controle e iNOS-/-. Letras diferentes denotam diferenças significativas (p<0,05). 
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Figura 2: Secções histológicas ilustrando o parênquima testicular de camundongos selvagens 
(WT; A), selvagens tratados com PTU (B), iNOS deficientes (-/-;

 
C) e iNOS-/- tratados com PTU (D). 

Observe que tanto os túbulos seminíferos (TS) quanto o compartimento intertubular (*) 
apresentam-se aparentemente normais em todos os grupos analisados. Barra = 150 µm. 
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Figura 3: Diâmetro tubular (A) e comprimento dos túbulos seminíferos por testículo (B) 
em camundongos selvagens (WT) e iNOS deficientes (-/-), tratados ou não com PTU. 
Observe que os valores encontrados para o diâmetro tubular nos grupos controle 
tratado com PTU e iNOS-/- foram menor e maior, respectivamente, quando comparados 
aos outros dois grupos. Por outro lado, em comparação com os demais grupos, o 
comprimento tubular do grupo controle foi significativamente menor, enquanto os dois 
grupos tratados com PTU foram diferentes entre si. Letras diferentes denotam 
diferenças significativas (p<0,05). 
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Figura 4: Frequência de estádios do ciclo do epitélio seminífero em camundongos 
selvagens (WT), selvagens tratados com PTU (WT + PTU), iNOS deficientes (-/-) e iNOS-/- 

tratados com PTU (iNOS-/- + PTU). Observe que não foram encontradas diferenças 
significativas na frequência dos estádios entre os grupos analisados. 
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Figura 5: Número total de células de Sertoli por testículo (A), índice de células de Sertoli 
(B), Produção Espermática Diária (PED) por testículo (C) e por grama de testículo (D), 
em camundongos selvagens (WT) e iNOS deficientes (-/-), tratados ou não com PTU. 
Note que tanto o número de células de Sertoli por testículo quanto a PED por testículo 
seguiram a mesma tendência observada para o peso testicular, onde os valores dos 
grupos iNOS-/- foram significativamente maiores. Com relação ao índice de células de 
Sertoli, o mesmo foi significativamente menor no grupo controle tratado com PTU. 
Letras diferentes denotam diferenças significativas (p<0,05). 
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Figura 6: Volume celular (A) e número total de células de Leydig por testículo (B) em 
camundongos selvagens (WT) e iNOS deficientes (-/-), tratados ou não com PTU. Os dois 
parâmetros avaliados somente apresentaram diferença significativa quando o grupo controle 
foi comparado com o iNOS-/-. Letras diferentes denotam diferenças significativas (p<0,05). 
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Figura 7: Quantificação da expressão do mRNA 
do gene Sox9 no testículo de camundongos 
selvagens (WT) e iNOS deficientes (-/-), 
mostrando que os valores encontrados foram 
significativamente maiores nos camundongos 
iNOS-/-. * = p<0,05 
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Figura 8: Expressão do receptor de andrógeno (AR). Imunohistoquímica para AR nos 
testículos de camundongos selvagens (WT; A) e iNOS-/- (B), evidenciando a marcação 
nuclear nas células de Leydig (L), Sertoli (S) e peritubulares mióides (P). Quantificação da 
expressão do mRNA de AR nos testículos por qPCR (C) e intensidade de pixels da 
imunohistoquímica nos três tipos celulares somáticos avaliados (D). Os insertos no canto 
superior direito das figuras representam os controles negativos. Barra = 30µm. * = p<0,05. 
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Figura 9: Expressão do receptor de andrógeno (AR). Imunohistoquímica para AR nas células de 
Sertoli (S) em camundongos selvagens (WT; A) e iNOS-/- (B), ilustrando a marcação em diferentes 
estádios do ciclo do epitélio seminífero (CES). Quantificação da intensidade de pixels da 
imunohistoquímica nas células de Sertoli por grupo de estádios do CES (C). Observe que em 
todos os grupos de estádios considerados a expressão mais intensa foi encontrada nos 
camundongos iNOS deficientes. Os insertos representam os controles negativos. Barra = 120µm. 
* = p<0,05. 
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Figura 10: Quantificação da expressão do mRNA das enzimas StAR e 3β-HSD no 
testículo de camundongos selvagens (WT) e iNOS deficientes (-/-), onde se observa que 
sua expressão foi significativamente reduzida nos iNOS-/-. * = p<0,05 e ** = p<0,01. 



44 
 

  

Figura 11: Expressão da enzima aromatase. Imunohistoquímica para aromatase nos 
testículos de camundongos selvagens (WT; A) e iNOS-/- (B), evidenciando a marcação 
citoplasmática desta enzima nas células de Leydig. Quantificação da expressão do mRNA da 
aromatase nos testículos por qPCR (C) e intensidade de pixels da imunohistoquímica (D). 
Conforme pode ser notado, não houve diferença significativa na expressão de aromatase. Os 
insertos representam os controles negativos. Barra = 30µm. 
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Figura 12: Quantificação da expressão do mRNA dos receptores de estrógeno ERα (A) e ERβ 
(B) no testículo de camundongos selvagens (WT) e iNOS-/- onde aumento significativo foi 
observado apenas para a expressão de ERα. ** = p<0,01. 
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Primer Concentração Sequência 

Sox9 forward 200 nM 5’ – GAGCCGGATCTGAAGAGGGA – 3’ 

Sox9 reverse 200 nM 5’ – GCTTGCGTGTGGCTTGTTC – 3’ 

AR forward 800 nM 5’- CTGGGAAGGGTCTACCCAC - 3’ 

AR reverse 800 nM 5’- GGTGCTATGTTAGCGGCCTC - 3’ 

StAR forward 200 nM 5’ – ATGTTCCTCGCTACGTTCAAG – 3’ 

StAR reverse 200 nM 5’ – CCCAGTGCTCTCCAGTTGAG – 3’ 

3β-HSD forward 200 nM 5’ - TGGACAAAGTATTCCGACCAGA - 3’ 

3β-HSD reverse 200 nM 5’- GGCACACTTGCTTGAACACAG - 3’ 

Aromatase forward 200 nM 5’- ATGTTCTTGGAAATGCTGAACCC - 3’ 

Aromatase reverse 200 nM 5’- AGGACCTGGTATTGAAGACGAG - 3’ 

ERα forward 200 nM 5’ – CCTCCCGCCTTCTACAGGT – 3’ 

ERα reverse 200 nM 5’ – CACACGGCACAGTAGCGAG – 3’ 

ERβ forward 200 nM 5’ – GACTGTAGAACGGTGTGGTCATCAA – 3’ 

ERβ reverse 200 nM 5’ – CCTGTGAGGTAGGAATGCGAAAC – 3’ 

β-actina forward 200 nM 5’- GGCTGTATTCCCCTCCATCG - 3’ 

β-actina reverse 200 nM 5’- CCAGTTGGTAACAATGCCATGT - 3’ 

Tabela 1: Sequência e concentração dos primers utilizados para os estudos de expressão gênica. 
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 Passo Temperatura Tempo 

Holding stage 1 95ºC 10 minutos 

Cycling stage (45x) 
2 95ºC 15 segundos 

3 60ºC 1 minuto 

Melt Curve Stage 

4 95ºC 15 segundos 

5 60ºC 1 minuto 

6 95ºC 15 segundos 

Tabela 2: Programa de qPCR utilizado para quantificação da expressão gênica. 
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 WT WT + PTU iNOS-/- iNOS-/- + PTU 
Peso corporal (g) 26 ± 0,5

a
 23 ± 0,8

b
 26 ± 0,4

a
 26 ± 0,8

a
 

Peso testicular (mg) 93 ± 2a 109 ± 3b 159 ± 3c 152 ± 6c 

IGS (%) 0,72 ± 0,01a 0,95 ± 0,03
b
 1,22 ± 0,02

c
 1,19 ± 0,03

c
 

Proporção volumétrica (%)     

    Compartimento tubular 94,8 ± 0,4 94,9 ± 0,3 95,5 ± 0,5 95,3 ± 0,4 

       Túnica própria 3 ± 0,1
a
 4,1 ± 0,2b 3,1 ± 0,1a 3,4 ± 0,2a 

                   Epitélio seminífero 84,8 ± 0,9 84,6 ± 0,8 80,8 ± 1,1 83,2 ± 1,4 

        Lume 7 ± 0,9ab 6,1 ± 0,9
a
 11,6 ± 1,6

b
 8,7 ±1,9

ab
 

   Compartimento intertubular 5,1 ±0,4 4,9 ±0,3 4,5 ± 0,5 4,7 ± 0,4 

        Célula de Leydig 3 ± 0,3 2,8 ± 0,3 1,9 ±0,2 2,2 ± 0,3 

        Vasos sanguíneos 1,6 ± 0,2 1,4 ± 0,2 2,2 ± 0,3 1,8 ± 0,3 

        Espaço linfático 0,23 ± 0,07 0,28 ± 0,09 0,27 ± 0,08 0,32 ± 0,05 

        Outros 0,22 ± 0,06ab 0,51 ± 0,05
a
 0,13 ±0,05

b
 0,4 ± 0,14

ab
 

Diâmetro tubular (µm) 224 ± 3a 198 ± 3b 236 ± 3c 226 ± 4a 

Altura do epitélio seminífero (µm) 83 ± 2 75 ± 3 77 ± 2 76 ± 4 

Comprimento tubular/testículo (m) 2,2 ± 0,1a 3,2 ± 0,1b 3,4 ± 0,1bc 3,6 ± 0,1c 

Comprimento tubular/g/testículo (m) 24,1 ± 0,5a 30,8 ± 0,8b 21,8 ± 0,5a 23,8 ± 0,8a 

Tabela 3: Peso corporal e dados biométricos e morfométricos do testículo de camundongos 
selvagens (WT) e iNOS deficientes (-/-), tratados ou não com PTU (média ± EP). 

Na mesma linha, letras diferentes indicam diferença estatística (p<0,05). 
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 WT WT + PTU iNOS-/- iNOS-/- + PTU 

Nucléolo de célula de Sertoli 7,2 ± 0,3 7,5 ± 0,2 7,7 ± 0,2 7,7 ± 0,5 

Espermatócito em paquíteno 27 ± 0,9ab 25 ± 0,7b 29 ± 0,3a 28 ± 1,3a 

Espermátide arredondada 63 ± 1,4
a
 54 ± 2

b
 71 ± 0,4

c
 64 ± 2,6

a
 

Índice de células de Sertoli 8,8 ± 0,4a 7,2 ± 0,1b 9,2 ± 0,2a 8,4 ± 0,4a 

Índice meiótico 2,3 ± 0,04 2,2 ± 0,1 2,4 ± 0,04 2,3 ± 0,05 

Número de células de Sertoli/testículo (x106) 3,4 ± 0,1a 5,7 ± 0,1b 6,6 ± 0,3c 7,2 ± 0,5c 

Número de células de Sertoli/g/testículo (x106) 37,1 ± 1,4
a
 54,9 ± 2,7

b
 43,1 ± 2,4

ac
 47,9 ± 2,4

c
 

Produção espermática diária/testículo (x106) 3,4 ± 0,1a 4,6 ± 0,2b 7 ± 0,3c 6,9 ± 0,5c 

Produção espermática diária/g/testículo (x106) 37,3 ± 0,9 45,1 ± 3,2 45,2 ± 2,4 46 ± 3,4 

Tabela 4: Números corrigidos e razões celulares obtidos através de contagens celulares de 
secções transversais de túbulos seminíferos no estádio VII do ciclo do epitélio seminífero em 
camundongos selvagens (WT) e iNOS deficientes (-/-), tratados ou não com PTU (média ± EP). 

Na mesma linha, letras diferentes indicam diferença estatística (p<0,05). 
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 WT WT + PTU iNOS-/- iNOS-/- + PTU 
Diâmetro Nuclear 7,3 ± 0,1 7,3 ± 0,1 7,1 ± 0,1 7,4 ± 0,2 

Volume Celular 993 ± 53
a
 845 ± 62

ab
 710 ± 20

b
 828 ± 85

ab
 

       Volume Nuclear 205 ± 4 208 ± 13 190 ± 5 218 ± 19 

       Volume Citoplasmático 787 ± 52a 636 ± 49ab 519 ± 24b 610 ± 80ab 

Número de células de Leydig/testículo (x106) 2,7 ± 0,2
a
 3,5 ±0,3

ab
 4,4 ± 0,5

b
 4,1 ± 0,6

ab
 

Número de células de Leydig/g/testículo (x106) 28,9 ± 2,1 33,9 ± 3,5 28,7 ± 3,1 26,7 ± 4,1 

Tabela 5: Morfometria das células de Leydig em camundongos selvagens (WT) e iNOS deficientes 
(-/-), tratados ou não com PTU (média ± EP). 

Na mesma linha, letras diferentes indicam diferença estatística (p<0,05). 
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