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RESUMO 

A região que conecta os túbulos seminíferos (ST) à rete testis, conhecida como região 
de transição (TR), é uma área do testículo que tem sido pouco investigada. Desta 
forma, sua caracterização e importância funcional para a espermatogênese, e mesmo 
para a função testicular como um todo, não estão ainda elucidadas. Particularmente, 
algumas características peculiares da TR, como a presença de células de Sertoli (SC) 
morfologicamente modificadas e os distintos aspectos imunomorfológicos dessa 
região e do interstício circundante, nos levaram a investigar se essas células são de 
fato fenotipicamente diferentes daquelas SC localizadas em outras áreas dos ST. Neste 
estudo, avaliamos parâmetros importantes relacionados à proliferação e diferenciação 
das SC, bem como a expressão do receptor de quimiocina CCR2 na TR e nos ST, 
incluindo-se a porção final dos ST que se conecta à TR, por nós denominada área 
adjacente à TR (Cx), em ratos Wistar pré-púberes e sexualmente maduros. Por 
imunomarcações, a proliferação celular foi investigada através de Ki-67 e BrdU, 
enquanto a expressão de p27, GATA-4 e receptor de andrógeno (AR) foram estudadas 
a fim de se avaliar o status de diferenciação das SC. A expressão de CCR2 foi avaliada 
objetivando-se avaliar a interação entre as células do sistema imune e as SC. Ao 
contrário do que até então está estabelecido na literatura, na qual é considerado que 
as SC param de proliferar in vivo até o 21º dia de idade em ratos, encontramos SC 
localizadas na TR positivas para Ki-67 e para BrdU em ratos com 36 e 120 dias de idade. 
SC presentes na TR negativas para p27 também foram observadas em ambas as 
idades. Acerca do status de maturação das SC, em ambas as idades e diferentemente 
das SC localizadas nas outras áreas testiculares, observamos SC da TR não expressando 
AR ou GATA-4. Ademais, em geral há uma menor expressão de AR em SC presentes na 
TR em comparação à Cx e ST. Além disso, após o amadurecimento sexual, SC da TR 
apresentaram consideravelmente uma maior expressão de CCR2. A elevada expressão 
de CCR2 pode estar envolvida na indução da tolerância a auto-antígenos ou com a 
proliferação celular, como observado em câncer de próstata. Em conjunto, nossos 
dados sugerem um distinto comportamento (função) de SC localizadas na TR, bem 
como nos leva a hipotetizar a possível existência de uma subpopulação progenitora de 
SC nesta região. 

 

Palavras-chave: Rato Wistar, testículo, região de transição, célula de Sertoli, 
proliferação, receptor de andrógeno, GATA-4, CCR2. 
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ABSTRACT 

The region that connects the seminiferous tubules (ST) to the rete testis, known as the 
transition region (TR) or transitional zone, is an area of the testis that has not yet been 
well characterized. Therefore, its morphofunctional importance for spermatogenesis 
and testis function as a whole is not yet completely understood. Particularly, the 
peculiar characteristics of the TR, such as the presence of morphologically modified 
Sertoli cells (SC) and the distinct immunomorphological aspects of this region, as well 
as the surrounding interstitium, motivated us to investigate if those cells are 
phenotypically different (i.e. express different factors or molecules) from SC located in 
other ST area. In the present study we have evaluated several important parameters 
related to the SC proliferation/differentiation and the expression of the monocyte 
chemo−attractant protein 1 receptor (CCR2) along the seminiferous tubules (ST), in the 
TR, and in the connection between ST and the TR (Cx) in prepubertal and adult Wistar 
rats. Using immunostaining, the cell proliferation was investigated through Ki−67 and 
BrdU, while p27, GATA−4, androgen receptor (AR) expressions were studied in order to 
evaluate the SC differentiation status. CCR2 expression was assessed in order to 
evaluate the interaction between the immune cells and SC. Unlike what is established 
in the literature, in which is considered that SC stop proliferating in vivo at 2−3 weeks 
of age in rats, we found Ki−67 and BrdU positive SC at 36 and 120 days−old. However 
those mitotic SC were present only in the TR. Regarding the SC maturation, at both 
ages and different from the other areas, we observed SC located in the TR that did not 
express AR or GATA−4. Also, in comparison to the Cx and ST, in general a lower AR 
expression was found in SC located in the TR. Furthermore, in older rats, the SC 
present in the TR showed a higher CCR2 expression. This elevated CCR2 expression 
could be involved in the induction of self−antigens tolerance or with cell proliferation, 
as observed in prostate cancer. Taken together, these findings suggest a distinct 
behavior/function of SCs located in TR, leading us to hypothesize the presence of 
transiently amplifying SC subpopulation in this region.  
  
 

Keywords: Wistar rats, testis, transition region, Sertoli cells, proliferation, androgen 
receptor, GATA-4, CCR2. 
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1. Introdução e Revisão de Literatura 

1.1. Estrutura Testicular em Mamíferos 

O testículo dos mamíferos eutérios é um órgão, cuja função é anfícrina – sendo 

responsável pela produção de gametas e pela biossíntese de andrógenos, com formato 

arredondado ou ovoide, localizado no escroto na maioria das espécies. O escroto 

propicia um microambiente capaz de regular a temperatura do testículo, cuja 

termorregulação ocorre, na grande maioria das espécies, através de vários 

mecanismos envolvendo vasos sanguíneos, músculo liso e esquelético, glândulas 

sudoríparas e pelos. Entretanto, em várias espécies este órgão se apresenta localizado 

no canal inguinal, na cavidade abdominal próximo à bexiga ou até mesmo aos rins 

(Setchell & Breed, 2006). 

O testículo é envolvido por uma cápsula de tecido conjuntivo fibroso, a túnica 

albugínea, que emite trabéculas ou septos para o interior do órgão delimitando os 

lóbulos testiculares. Próximo à extremidade cranial do testículo localiza-se o funículo 

espermático, que contém artérias, vasos linfáticos, veias, nervos, músculo cremáster e 

o ducto deferente, que se origina na cauda do epidídimo, localizada próximo à 

extremidade caudata do testículo (Amann, 1981; Russell et al., 1990). O parênquima 

testicular pode ser dividido morfofuncionalmente em dois compartimentos: o 

compartimento tubular e o intertubular. 

O compartimento dos túbulos seminíferos ou tubular ocupa, na maioria dos 

mamíferos, entre 70 a 95% do parênquima testicular (Russell et al., 1990; França & 

Russell, 1998; Hess & França, 2007). Os túbulos seminíferos se estendem em uma rede 

convoluta que se conecta por meio dos túbulos seminíferos retos (especificamente, 

pela região de transição) à rete testis localizada no mediastino testicular (França et al., 

2005), e são compostos por túnica própria, epitélio seminífero e lúmen tubular. A 

túnica própria reveste externamente os túbulos seminíferos e é constituída de matriz 

extracelular e células peritubulares mioides – células contráteis que auxiliam na 

propulsão dos espermatozoides e do fluido testicular; o epitélio seminífero é composto 

por células germinativas em diferentes estágios de diferenciação e pelas células de 

Sertoli; e o lúmen tubular corresponde à região central dos túbulos e é resultante da 

secreção de fluido pelas células de Sertoli, sob a influência do FSH e principalmente 
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andrógenos. Esse fluido é responsável por carrear os espermatozoides recém-

formados/espermiados, ainda imóveis, através de parte dos ductos excurrentes (rete 

testis, dúctulos eferentes e ducto epididimário) (Russell et al., 1990).  

Acerca do compartimento intertubular, seus componentes são as células de 

Leydig, vasos sanguíneos e linfáticos, nervos e uma população celular variável 

constituída principalmente de macrófagos, fibroblastos e mastócitos (Russell et al., 

1990). Embora exista entre as diversas espécies uma grande variação quanto à 

proporção volumétrica (%) dos diferentes componentes do compartimento 

intertubular, comumente a célula de Leydig é o tipo celular mais frequente neste 

compartimento (Fawcett et al., 1973; França & Russell, 1998; Hess & França, 2007). 

 

1.1.1. Células de Sertoli 

As células de Sertoli exercem papel crucial na espermatogênese e na estrutura 

dos túbulos seminíferos e, juntamente com as células peritubulares mioides, 

sintetizam a membrana basal que é fundamental para a integridade e função tubular 

(Dym, 1994). Ademais, devido a suas junções de oclusão, as células de Sertoli dividem 

o epitélio seminífero em compartimentos basal e adluminal (Russell & Griswold, 1993). 

No compartimento basal estão localizadas as espermatogônias e espermatócitos 

primários iniciais, enquanto no adluminal encontram-se os espermatócitos primários a 

partir de zigóteno, espermatócitos secundários e espermátides. Funcionalmente, as 

junções de oclusão compõem a barreira hematotesticular ou de células de Sertoli, que 

propicia um microambiente particular e imunoprivilegiado essencial para o 

desenvolvimento do processo espermatogênico (Russell et al., 1990; Russell & 

Griswold, 1993; Yazama, 2008; Mital et al., 2010; Meinhardt & Hedger, 2011; França et 

al., 2011; França et al., 2012; Domke et al., 2014; Kaur et al., 2014; Jiang et al., 2014). 

Durante o processo espermatogênico, as células de Sertoli e as células 

germinativas interagem física e funcionalmente de maneira bastante complexa 

(Kyrönlahti et al, 2011; Sugimoto et al., 2012; Chen & Liu, 2014). Existem distintas 

formas de junções intercelulares entre esses dois tipos celulares, incluindo-se os 

desmossomos, complexos túbulos-bulbares, junções do tipo “gap” e junções à base de 
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actina, conhecidas como especializações ectoplasmáticas (Russell & Griswold, 1993; 

Kopera et al., 2010). Estas últimas parecem impedir a descamação (sloughing) de 

células germinativas do epitélio seminífero, evitando assim a infertilidade. 

Particularmente, as junções semelhantes a desmossomos e as especializações 

ectoplasmáticas da porção basal do epitélio seminífero coexistem ao nível da barreira 

hematotesticular, onde as mesmas auxiliam as junções de oclusão na manutenção da 

barreira imunológica (Kopera et al., 2010; França et al., 2011; França et al., 2012). De 

modo geral, evidencia-se a necessidade da interação parácrina das células 

germinativas com os componentes somáticos do testículo, principalmente células de 

Sertoli, Leydig e peritubulares mioides, para que o processo espermatogênico 

transcorra de maneira normal e eficiente (Russell et al., 1994; França & Russell, 1998; 

Welsh et al., 2009; Rossi & Dolci, 2013; Rebourcet et al., 2014). A integridade funcional 

da membrana basal elaborada pelas células de Sertoli e peritubulares mioides é 

também fundamental para o processo espermatogênico (Dym, 1994). 

Nos testículos de animais sexualmente maduros, é considerado que as células 

de Sertoli estão completamente diferenciadas. A considerável variação na forma e 

estrutura da célula de Sertoli durante o ciclo do epitélio seminífero demonstra o alto 

grau de plasticidade desta célula, o que reflete as alterações morfofuncionais que 

ocorrem nas células germinativas (Russell et al., 1993; Sugimoto et al., 2012). Além da 

composição da barreira de células de Sertoli, anteriormente citado, as células de 

Sertoli realizam outras funções essenciais para o desenvolvimento das células 

germinativas, dentre as quais podem ser mencionadas: o fornecimento de nutrientes e 

diversos outros fatores para as células germinativas, bem como a própria sustentação 

para essas células espermatogênicas; participação ativa no processo de liberação 

(espermiação) das espermátides para o lúmen tubular; fagocitose tanto do excesso de 

citoplasma (corpos residuais) resultante da liberação das células espermiadas, quanto 

de células germinativas que sofrem apoptose (Griswold, 1998; Hess & França, 2007, 

Sofikitis et al., 2008). Conforme também já foi dito, as células de Sertoli secretam ainda 

fluido em direção ao lúmen tubular, o qual possui substâncias e inúmeros fatores 

importantes para a função epididimária e maturação espermática, servindo também 

de veículo para o transporte dos espermatozoides (Griswold, 1988; Robaire & Viger, 
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1995). A secreção de fluido também ocorre em direção ao compartimento 

intertubular, estando assim envolvida com mecanismos de regulação parácrina de 

outros tipos celulares do testículo, tais como as células peritubulares mioides, de 

Leydig e musculares lisas dos vasos. A célula de Sertoli faz ainda a intermediação 

hormonal do processo espermatogênico apresentando, dentre outros, receptores de 

andrógenos e de FSH (Russell et al., 1990; Russell & Griswold, 1993; Sharpe, 1994; 

França & Russell, 1998; Hess & França, 2007). Além disso, a célula de Sertoli é 

considerada como o principal componente do nicho espermatogonial, que é definido 

como o microambiente específico que regula o controle da auto-renovação, 

diferenciação e mesmo apoptose das espermatogônias-tronco (Voog & Jones, 2010; 

Oatley & Brinster, 2012; De Rooij & Griswold, 2012; Yoshida, 2012; Iwamori, 2014), 

sendo composto pelas próprias células-tronco, células somáticas adjacentes e matriz 

extracelular (Hofmann, 2008; Caires et al., 2010; Spinnler et al., 2010; Oatley & 

Brinster, 2012). Por estarem em íntimo contato com as células germinativas, as células 

de Sertoli, além de oferecer o suporte cito-arquitetural importante na manutenção do 

nicho, atuariam fundamentalmente através da sinalização por GDNF – que é um fator 

essencial para a proliferação e auto-renovação espermatogonial (Hofmann et al, 2005; 

Lee et al., 2007; Hofmann 2008; Kokkinaki et al., 2009; Nakagawa et al., 2010; Campos-

Júnior et al., 2012; Chen & Liu, 2014; Song & Wilkinson, 2014). 

Diversos estudos demonstram que o número de células de Sertoli por testículo 

é o principal fator na determinação da magnitude da produção espermática e do 

tamanho do testículo (Hess et al., 1993; Sharpe, 1994; França et al., 1995; Hess & 

França, 2007), tendo por fundamento o fato de que as células de Sertoli tem 

capacidade de suporte de células germinativas relativamente fixa para cada espécie, e 

que, teoricamente, a população desse tipo celular se mantém estável após a 

puberdade (França & Russell, 1998; Sharpe et al., 2003; Hayrabedyan et al., 2012; 

Tarulli et al., 2012), tampouco havendo alteração no seu número ao longo dos 

diferentes estádios do ciclo do epitélio seminífero (Wing & Chistensen, 1982). Uma 

maior população de células de Sertoli oferece maior suporte às espermatogônias, 

resultando em aumento do número das células germinativas (França et al., 1995; 

Auharek & França, 2010). Desta forma, como estabelecido na literatura, o número de 
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células de Sertoli definido durante o desenvolvimento testicular, no 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).  

Embora esta premissa esteja sendo revista para mamíferos em geral 

(Hayrabedyan et al., 2012; Tarulli et al., 2012; Tarulli et al., 2013), considera-se, em 

ratos e camundongos, que as células de Sertoli proliferam mais ativamente durante a 

fase fetal, ocorrendo um pico de proliferação das mesmas antes do nascimento (Orth, 

1984; Orth et al., 1988; Orth, 1993). Após o nascimento, está estabelecido nesses 

roedores que a proliferação das células de Sertoli se estende por 2 a 3 semanas, 

reduzindo de forma gradual até o início da proliferação de espermatócitos primários. 

Assim, considera-se que por volta do 21º dia pós-natal em ratos não mais ocorrem 

divisões das células de Sertoli (Steinberger & Steinberger, 1971; Orth, 1982; 

Vergouwen et al., 1991; Joyce et al., 1993, Auharek, 2007; Auharek & França, 2010) 

(Fig. 1). Daí em diante, o número de células de Sertoli por testículo é considerado 

estável por toda a vida do animal (França et al., 2005; Hayrabedyan et al., 2012). Sabe-

se que o hormônio folículo estimulante (FSH) desempenha importante papel na 

regulação da proliferação das células de Sertoli (Orth, 1984, 1988, 1993; Heckert & 

Griswold, 2002; Meachem et al., 2005). No entanto, vários estudos sugerem – dentre 

outros fatores como activina A (Nicholls et al., 2012) – que andrógenos e estrógenos 

também influenciam essa proliferação (Orth, 1984, 1993; Sharpe et al., 2003; Johnston 

et al., 2004; Atanassova et al., 2005; Scott et al., 2007, 2008; Auharek et al., 2010, 

2011, 2012; Lucas et al., 2014). Em contrapartida, os hormônios tireoidianos atuam 

(principalmente através do inibidor de ciclina, p27) de forma marcante na transição do 

estado mitótico para o não-mitótico (maturação/diferenciação) das células de Sertoli 

antes da puberdade (Cooke et al., 1994; França et al., 1995; Cooke et al., 2005; 

Auharek & França, 2010; Chatonnet et al., 2014; Gao et al., 2014; Sun et al., 2015).  

 

1.1.2. Células de Leydig 

As células de Leydig são a principal fonte de andrógenos (Smith & Walker, 

2014), sintetizados a partir do colesterol (Bardin, 1996) e sob a estimulação exercida 
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pelo hormônio luteinizante (LH) em receptores localizados na membrana 

citoplasmática dessas células. Similarmente ao FSH, o LH é uma glicoproteína 

sintetizada e secretada pela adenohipófise sob a influência do hormônio liberador de 

gonadotrofinas (GnRH) proveniente do hipotálamo. Nos testículos, existem receptores 

para andrógenos nas células de Sertoli, células peritubulares mióides, musculares lisas 

dos vasos e na própria célula de Leydig (Suárez-Quian et al., 1999). 

Dentre os andrógenos produzidos pelas células de Leydig incluem-se a 

testosterona e a diidrotestosterona, os quais são responsáveis pela diferenciação do 

trato genital masculino e da genitália externa na fase fetal (Pelleniemi et al., 1996; 

Teerds & Keijer, 2014), bem como pelo aparecimento dos caracteres sexuais 

secundários e pela manutenção quantitativa da espermatogênese a partir da 

puberdade (Sharpe, 1994; Zirkin et al., 1994; De Gendt et al., 2004; O´Hara et al., 

2014). Especificamente, a diidrotestosterona é considerada o principal andrógeno 

responsável pela manutenção funcional das glândulas sexuais acessórias e do 

epidídimo (Fan & Robaire, 1998; Goyal et al., 1999). Atualmente é reconhecida 

também a relevância destas células de Leydig na morfogênese gonadal e também no 

descenso testicular (Virtanen & Toppari, 2014), principalmente através da secreção de 

fatores como a activina A (Archambeault & Yao, 2010), o peptídeo semelhante à 

insulina 3 (Insl-3) (Kubota et al., 2001; Chen et al., 2010) e mesmo os andrógenos 

(Chen et al., 2010).  

 

1.2. Espermatogênese 

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

ocorre no interior dos túbulos seminíferos, no qual as espermatogônias diploides 

(células-tronco germinativas responsáveis por manter o processo espermatogênico e a 

homeostase testicular) se diferenciam gradualmente em espermatócitos, 

espermátides e espermatozoides (De Rooij & Russell, 2000; De Rooij & Griswold, 2012; 

Kanatsu-Shinohara & Shinohara, 2013; Yang & Oatley, 2014). Na maioria das espécies 

de mamíferos eutérios já investigados (França & Russell, 1998) a espermatogênese 

dura de 40 a 60 dias e, baseado em características morfológicas e funcionais, este 
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processo pode ser dividido em três etapas ou fases: fase espermatogonial ou mitótica, 

fase espermatocitária ou meiótica e fase espermiogênica ou de diferenciação (Russell 

et al., 1990; Sharpe, 1994; França et al., 1998; Hess & França, 2007). Acredita-se que o 

ácido retinoico, metabólito ativo da vitamina A, seja um importante fator no processo 

de diferenciação das espermatogônias (Sugimoto et al., 2012; Rossi & Dolci, 2013; 

Mark et al., 2015) e também para que essas três fases ocorram adequadamente e de 

forma sincronizada, desde o início do desenvolvimento pós-natal do testículo, sob o 

controle da célula de Sertoli (Hogarth & Griswold, 2012).  

A fase espermatogonial é caracterizada pela auto-renovação e diferenciação 

das espermatogônias-tronco; nesta etapa ocorrem sucessivas divisões mitóticas na 

qual são geradas células “amplificadoras e/ou progenitoras” e células comprometidas 

com a diferenciação. Estas células mais diferenciadas dão continuidade ao processo 

espermatogênico, por meio de um intrincado processo de diferenciação e proliferação, 

até a última divisão mitótica, que origina os espermatócitos primários (pré-leptotenos) 

iniciando, assim, a fase espermatocitária (De Rooij & Grootegoed, 1998; De Rooij & 

Russell, 2000; De Rooij & Van Pelt, 2003; Phillips et al., 2010; Nakagawa et al., 2010; De 

Rooij & Griswold, 2012; Yoshida, 2012). Nessa etapa, importante para a variabilidade 

genética entre indivíduos de uma mesma espécie, ocorre a duplicação do DNA, a 

recombinação gênica e a segregação dos cromossomos homólogos. Esta fase também 

é conhecida como prófase I e pode ser subdividida em pré-leptoteno/leptóneno, 

zigóteno, paquíteno e diplóteno. Ao término da primeira divisão meiótica (reducional), 

são formados os espermatócitos secundários que, após a segunda divisão meiótica 

(equacional), dão origem às espermátides arredondadas. Tem-se, dessa forma, o início 

da terceira etapa, fase espermiogênica, na qual ocorre um complexo processo de 

diferenciação, que envolve a formação do acrossomo e do flagelo, a compactação do 

DNA (substituição das histonas por protaminas) e o alongamento progressivo das 

espermátides, culminando na formação dos espermatozoides (Russell et al., 1990; 

Hess & França, 2007).  
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1.3. Região de Transição 

Conforme brevemente mencionado (item 1.1), a região de transição 

compreende a porção terminal dos túbulos seminíferos que se conecta com a rete 

testis (Perey et al., 1961; Roosen-Runge, 1961). Nessa região, na qual se verifica a 

presença de raras células germinativas (espermatogônias e eventuais espermatócitos), 

há predominância de células de Sertoli consideradas modificadas (Dym, 1974; 

Nykänen, 1979; Hermo & Dworkin, 1988). Estas células de Sertoli, com aspecto 

colunar, orientam-se em direção à membrana basal e seus ápices convergem 

distalmente em direção à rete testis. Assim, essa configuração faz com que o lúmen 

dessa região fique bastante diminuído, funcionando como uma espécie de válvula, de 

modo a prevenir ou dificultar o refluxo de fluido e/ou células da rete testis para o 

lúmen tubular (Perey et al., 1961; Roosen-Runge, 1961; Hermo & Dworkin, 1988).  As 

células de Sertoli dessa região são consideradas modificadas por apresentarem 

distintas características, quando comparadas com as células de Sertoli localizadas ao 

longo dos túbulos seminíferos. É citado na literatura que essas células apresentam 

intensa atividade de endocitose, a qual seria capaz de regular e modificar a 

composição do fluido testicular (Osman & Ploen, 1978; Hermo & Dworkin, 1988). 

Também é considerado que as mesmas exibem estruturas lisossômicas como parte de 

sua maquinaria celular e junções de oclusão luminais, em comparação com as demais 

células de Sertoli dos túbulos seminíferos que apresentam junções de oclusão basais 

(Nykänen, 1979; Hermo & Dworkin, 1988). 

Particularidades histoquímicas também foram demonstradas na região de 

transição, sendo encontrada uma grande concentração de fosfatase alcalina e PAS 

(Osman, 1984). Esses achados sugerem maior permeabilidade dessa área em relação 

ao restante dos túbulos seminíferos. No entanto, quando o lantânio foi utilizado como 

traçador para se averiguar a permeabilidade da barreira de célula de Sertoli 

(hematotesticular) nessa área, diferenças funcionais não foram encontradas (Osman, 

1984). Pelo fato de maior concentração de glicogênio também ter sido encontrada na 

região de transição, foi hipotetizado que esse achado poderia ser devido ao maior 

armazenamento de energia em decorrência do não desenvolvimento da 

espermatogênese nessa região. Alternativamente, essa maior concentração de 
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glicogênio estaria envolvida na secreção de fluido rico em carboidratos para fornecer 

energia aos espermatozoides que por esse local transitam (Osman, 1984). Em 

contrapartida, uma menor concentração de gotas lipídicas foi encontrada nas células 

de Sertoli nessa região, fazendo crer que a atividade metabólica das células de Sertoli 

na região de transição seja menor, particularmente pelo fato dessas estruturas 

estarem relacionadas com a atividade metabólica das células de Sertoli (Osman, 1984). 

Conforme pode ser notado através da literatura citada nestes dois últimos parágrafos, 

os dados existentes para esta particular região dos túbulos seminíferos são, de certa 

forma, bastante especulativos. 

Do ponto de vista imunológico, em comparação com as demais regiões dos 

túbulos seminíferos, uma maior prevalência de linfócitos e macrófagos foi observada 

circundando a região de transição (Takahashi et al., 2006). O fato de maior quantidade 

de linfócitos estarem presentes ao redor dessa região sugere que esta seja um local 

onde os linfócitos autorreativos possam ter acesso a antígenos de células germinativas, 

uma vez que há indícios que na região de transição a barreira de células de Sertoli 

possa ser funcionalmente mais vulnerável (Osman, 1984). 
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2. Justificativa e Objetivos 

2.1. Justificativa 

Até o presente momento, a região de transição foi alvo de poucos estudos, os 

quais são, em grande parte, morfológicos e descritivos. Assim, a sua caracterização e 

importância funcional para a espermatogênese, e mesmo para a função testicular 

como um todo, não estão ainda totalmente elucidadas. Conforme já foi mencionado, 

algumas características peculiares da região de transição, tais como a presença de 

células de Sertoli consideradas modificadas, pequena quantidade de células 

germinativas e maior concentração de macrófagos e linfócitos ao redor da mesma 

tornam essa área um interessante alvo para investigações mais pormenorizadas acerca 

de importantes eventos morfofuncionais como a regulação da proliferação das células 

de Sertoli e a interação destas com as células do sistema imune. Deve ser também 

ressaltado que estudos preliminares em nosso laboratório sugeriram que as células de 

Sertoli na região de transição em ratos proliferavam por um período mais longo (isto é, 

acima de três semanas) do que ocorre usualmente nas outras áreas do parênquima 

testicular. Assim, a investigação de fatores ou características moleculares das células 

de Sertoli na região de transição pode fornecer importantes subsídios que auxiliem na 

melhor compreensão de sua própria fisiologia, proliferação e diferenciação, além das 

interações entre essas células somáticas e as células germinativas. 

 

2.2. Objetivos 

2.2.1. Objetivo Geral 

Avaliar características morfofuncionais das células de Sertoli, de modo a 

investigar se essas células presentes na região de transição entre túbulos seminíferos e 

rete testis, e consideradas modificadas, são de fato fenotipicamente diferentes (isto é, 

expressam diferentes fatores ou moléculas) daquelas localizadas em outras áreas dos 

túbulos seminíferos através de análises morfométricas, estereológicas e 

imunohistoquímicas, em ratos Wistar pré-púberes e sexualmente maduros. Neste 

sentido, as seguintes áreas foram investigadas: i) região de transição; ii) porção final 
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dos túbulos seminíferos que se conecta à região de transição, denominada área 

adjacente à região de transição; e iii) área ao longo dos túbulos seminíferos. 

 

2.2.2. Objetivos Específicos 

• Investigar o status de proliferação das células de Sertoli através dos 

marcadores proliferativos Ki67 e BrdU. 

 

• Investigar o status de diferenciação das células de Sertoli através da marcação 

por p27 e da expressão de receptores de andrógenos (AR) e de GATA-4. 

 

• Avaliar a correspondência entre o status de proliferação (através do marcador 

Ki-67) com o de diferenciação (pela expressão de AR) das células de Sertoli por 

duplas marcações. 

 

• Investigar a expressão de CCR2 nos diferentes tipos de células testiculares. 
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3. Material e Métodos 

3.1. Animais Experimentais 

Foram utilizados no total 20 ratos (Rattus novergicus) machos da linhagem 

Wistar; metade desses ratos era pré-púberes, com 36 dias de idade, e a outra metade 

sexualmente madura, com 120 dias de idade ao sacrifício. Desses animais, 4 (sendo 2 

pré-púberes e 2 sexualmente maduros) receberam injeção intra-peritoneal de 

bromodeoxiuridina (BrdU) (Fig. 2). Esses animais, procedentes do Centro de Bioterismo 

(Cebio) do ICB/UFMG, foram mantidos no biotério do Laboratório de Biologia Celular, e 

todos os procedimentos adotados foram de acordo com as recomendações do Comitê 

de Ética em Experimentação Animal da Universidade Federal de Minas Gerais – 

CETEA/UFMG (Protocolo de número 398/2013).  

 

3.2. Processamento do Material Histológico 

Os animais utilizados foram todos pesados e sacrificados por overdose de 

pentobarbital (50 mg/Kg peso corporal). Os quatro ratos (2 animais pré-púberes e 2 

sexualmente maduros) destinados às análises de proliferação de células de Sertoli pela 

marcação com bromodeoxiuridina (BrdU) receberam, 2 horas antes do sacrifício, 

injeção intraperitoneal de solução de BrdU (150mg de BrdU/Kg de animal). Em 

seguida, os testículos foram retirados, pesados (Tab. 1), e fragmentos dos mesmos 

com cerca de 4 mm de espessura, coletados próximos à região da rete testis, foram 

mantidos imersos em fixador por 24 horas. O tipo de fixador, bem como a temperatura 

mantida durante a fixação, variou conforme o propósito destinado (Tab. 2). Após a 

fixação, esses fragmentos foram recortados em fragmentos ainda menores, de 1 a 2 

mm de espessura, e mantidos em álcool 70% até o momento da inclusão. Para esse 

procedimento, foi realizada a desidratação dos fragmentos testiculares em 

concentrações crescentes de álcool etílico em água destilada (70%, 80%, 95% e 100%), 

que foram por fim diafanizados em xilol, incluídos em Paraplast® (Merck). Cortes 

histológicos de 5µm de espessura foram obtidos em micrótomo rotativo Leica RM 

2165. 
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3.3. Análises Biométricas e Morfométricas 
 Para o cálculo do índice gonadossomático (IGS), que representa o percentual 

das gônadas em relação ao peso corporal, foi aplicada a seguinte fórmula por 

indivíduo: IGS= Wg/Wt x 100, onde Wg = peso das gônadas e Wt = peso corporal. 

A fim de melhor caracterizar os grupos avaliados neste estudo, o diâmetro 

tubular médio e a altura média do epitélio seminífero por animal foram calculados a 

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

apresentavam contorno o mais circular possível. Essas medidas não levaram em 

consideração o estádio do ciclo do epitélio seminífero e foram realizadas utilizando-se 

régua micrométrica adaptada a uma ocular de 10x, em aumento de 400x. 

  

3.4. Regiões Investigadas 

 Conforme mencionado no item 2.2, neste estudo avaliamos características 

morfofuncionais das células de Sertoli presentes na região de transição (TR), na área 

adjacente à região de transição (Cx) e ao longo dos túbulos seminíferos (ST). O 

esquema a seguir ilustra essas regiões investigadas. Definimos, arbitrariamente, a 

extensão da Cx equivalente à medida de um diâmetro tubular, ou seja, 

aproximadamente 250 μm. A partir desta distância para a TR, as análises foram feitas 

considerando como áreas de ST. 
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3.5. Imunohistoquímica 

As secções histológicas destinadas à imunohistoquímica foram desparafinizadas 

em xilol e hidratadas em concentrações decrescentes de etanol. Em seguida, o 

bloqueio da peroxidase endógena foi realizado através da incubação dos cortes com 

solução de água oxigenada (H2O2 em metanol; 0,6%), por 30 minutos. A recuperação 

antigênica foi realizada utilizando-se tampão citrato (pH 6,0) em microondas, com 

potência máxima, por cinco minutos a partir da ebulição. Após o resfriamento, as 

lâminas foram submetidas ao bloqueio da avidina e biotina (Kit de Bloqueio 

Avidina/Biotina, Vector Laboratiries), por 15 minutos cada. Posteriormente, as secções 

histológicas foram incubadas em soro para o bloqueio de ligações inespecíficas e, 

subsequentemente, incubadas com o anticorpo primário “overnight” a 4°C. Foram 

utilizados anticorpos para Ki-67, BrdU, p27, receptor de andrógeno (AR), GATA-4 e 

CCR2 (Tab. 3). Na sequência, as lâminas foram lavadas em tampão e incubadas com o 

anticorpo secundário biotinilado (Tab. 3) por uma hora e, em seguida, com solução 

ABC (Vectastain® ABC, Vector Laboratories) por 30 minutos à temperatura ambiente. A 

reação foi revelada com diaminobenzidina (DAB) e os cortes contra-corados com 

Hematoxilina de Mayer.  

 

3.6. Análise Quantitativa 

3.6.1. Quantificação de Marcação 

Para os marcadores Ki-67, AR, GATA-4, CCR2, o percentual de células de Sertoli 

positivas e negativas em cada uma das regiões avaliadas (TR, Cx e ST) foi calculado. 

Para isso, uma área de 50 mil μm² de cada uma dessas regiões foi analisada por 

indivíduo. Esta área foi assim determinada através de análises estatísticas, pelas quais 

se revelou que, a partir de uma área de 30 mil μm² por região, os dados se 

apresentavam estáveis (estatisticamente semelhantes). Considerando-se uma maior 

margem de segurança, uma área por região ainda maior foi avaliada. 

 

3.6.2. Quantificação de Expressão 

A fim de se quantificar a expressão do AR nas células de Sertoli em cada uma 

das regiões avaliadas (TR, Cx e ST), imagens do parênquima testicular contemplando 
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todas essas regiões foram obtidas em microscópio Olympus BX60, acoplado à câmera 

fotográfica e adquiridas com resolução de 2576 x 1932 pixels (300dpi). Por meio do 

programa Photoshop CS3 v10.0, as imagens foram convertidas em escala de cinza e, 

subsequentemente, as cores foram invertidas. A seguir, as imagens foram analisadas 

utilizando o software de análise de imagens Image J (Image Processing and Analysis in 

Java, v1.45s), mensurando-se 60 células de cada região em cada indivíduo (Lara, 2014; 

Oliveira, 2014).  

Na região ST dos indivíduos pré-púberes, foram levadas em consideração 

apenas células de Sertoli presentes em túbulos seminíferos que i) apresentavam 

espermatócitos primários em diplóteno no compartimento adluminal e zigóteno no 

compartimento basal (correspondente ao estádio XIII caracterizado conforme o 

método do sistema acrossômico) e que ii) apresentavam espermatócitos primários em 

paquítenos no compartimento adluminal e pré-leptóteno no compartimento basal 

(correspondente ao estádio VII também caracterizado de acordo com o método do 

sistema acrossômico). Já para os adultos, levaram-se em consideração células de 

Sertoli presentes em túbulos seminíferos i) nos estádios IX-XIII e ii) no estádio VII 

(conforme o sistema acrossômico de classificação); estádios nos quais é observada 

uma menor e uma maior expressão de AR respectivamente, tendo em vista que a 

expressão de AR no testículo é estádio-dependente (Bremner et al., 1994; Hill et al., 

2004; Walker & Cheng, 2005; O’Donnell et al., 2006).  

Os núcleos de células de Sertoli expressando a proteína de interesse foram 

então demarcados e a intensidade de pixels determinada segundo o histograma. Para 

se excluir a variação de background, mediu-se a intensidade de pixels de uma região 

sem células (lúmen de túbulo seminífero ou vaso sanguíneo) em cada imagem, e esse 

valor foi subtraído do valor obtido para cada célula da mesma imagem (Lara, 2014; 

Oliveira, 2014). Por fim, para se averiguar a diferença de expressão entre as diferentes 

regiões de um mesmo grupo de idade e entre as diferentes idades, os dados relativos 

de intensidade de marcação obtidos na TR, na Cx e na região ST nos estádios IX-XIII e 

no estádio VII foram comparados considerando a região ST no estádio VII como 

controle. 
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3.7. Imunofluorescência 

Nas análises de imunofluorescência, secções histológicas de amostras fixadas 

em metacarn foram desidratadas e submetidas à recuperação antigênica e bloqueio de 

ligações inespecíficas conforme previamente descrito (item 3.4). Em seguida, foi 

realizada a incubação com anticorpos primários “overnight” a 4°C. Com o intuito de se 

avaliar a correspondência entre o status de proliferação e o de diferenciação das 

células de Sertoli, foi feita dupla marcação utilizando anticorpos para Ki-67 

(Pharmingen, #558615; diluição 1:50) e AR (Santa Cruz, sc-816; diluição 1:50). 

Posteriormente, as lâminas foram lavadas em tampão e incubadas com anticorpo 

secundário AlexaFluor [633 anti-mouse (1:200) e 488 anti-rabbit (1:200)] por uma hora 

à temperatura ambiente. Após lavagem com tampão, as lâminas foram montadas com 

solução de Mowiol 4-88 (Merck). O controle negativo da imunofluorescência foi 

realizado substituindo-se o anticorpo primário por TBS (omissão do anticorpo 

primário). Após essa etapa, as lâminas foram analisadas para se investigar os tipos 

celulares marcados nas diferentes regiões testiculares investigadas. 

 

3.8. Análise Estatística 

Todos os dados quantitativos foram testados quanto à normalidade e 

homoscedasticidade das variâncias pelos testes Kolmogorov-Smirnov (Dallal-

Wilkinson-Lilliefor) e Bartlett, respectivamente. Em caso de distribuição normal, os 

parâmetros foram submetidos à análise de variância (One-way ANOVA) e as médias 

comparadas pelo teste Newman-Keuls. Já para os dados não-paramétricos, foi aplicado 

o teste Kruskal-Wallis para a análise de variância, seguido do teste Dunns para a 

comparação das médias. Para a avaliação longitudinal, ou seja, comparação entre os 

dados do indivíduo pré-púbere e do indivíduo sexualmente maduro de uma mesma 

região, foi aplicado o Teste-T. Todas as análises foram realizadas utilizando-se o 

programa GraphPad Prisma 5 (GraphPad Software, Inc), e o nível de significância 

considerado foi de p < 0,05. 
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4. Resultados 

4.1. Biometria 

As médias dos pesos corporais e testiculares, bem como do índice 

gonadossomático de ambos os grupos avaliados (pré-púbere e sexualmente maduro) 

estão expressos na Tab. 1. Além disso, medidas morfométricas testiculares, incluindo-

se o diâmetro tubular e a altura do epitélio seminífero, podem também ser observadas 

na mesma tabela. Conforme seria de se esperar, todos os valores encontrados foram 

significativamente maiores (p < 0,05) nos ratos Wistar sexualmente maduros. 

 

4.2. Proliferação das Células de Sertoli 

SCs apresentando atividade proliferativa foram encontradas na TR em ratos 

pré-púberes, bem como naqueles sexualmente maduros. Pela análise quantitativa da 

marcação de Ki-67 (Fig. 3), foi observado que cerca de 4% (4,26%) das SCs estavam 

proliferando na TR em animais pré-púberes. Embora esse número apresente-se 

significativamente reduzido (p < 0,05), em ratos adultos as SCs ainda apresentavam-se 

em proliferação (~1%). Já nas outras regiões analisadas (Cx e ST) nenhuma célula de 

Sertoli foi encontrada proliferando (Fig. 3I). 

Embora pequeno número de ratos tenha sido avaliado, padrão semelhante foi 

observado nas análises utilizando-se BrdU. Ou seja, apenas SCs localizadas na TR foram 

encontradas proliferando, tanto em ratos jovens quanto naqueles adultos (Fig. 4). 

Interessantemente, em um dos indivíduos jovens foi observado um grupo de células de 

Sertoli com atividade mitótica na TR (Fig. 4B). 

 

4.3. Diferenciação das Células de Sertoli 

• P27 

Na imunomarcação para p27, proteína que medeia a interrupção do ciclo 

celular, caracteristicamente expressa em células que não mais sofrem proliferação, 

padrão equivalente aos marcadores de proliferação foi também obtido. Assim, na TR, 

foram observadas SCs negativas para p27 em ratos jovens e, apesar de não terem sido 
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feitas análises quantitativas, poucas SCs negativas para este importante marcador foi 

notada nos ratos adultos (Fig. 5). 

 

• AR 

SCs negativas para a marcação de AR e localizadas na TR foi um achado 

relativamente frequente em ratos pré-púberes (Fig. 6). Assim, quase um quinto dessas 

células (~17%) não estavam expressando AR. Conforme pode ser notado na mesma 

figura, esse número apresentou-se reduzido (p < 0,05) praticamente pela metade (~ 

9%) em ratos adultos. Já na Cx, algumas poucas células de Sertoli foram encontradas 

também negativas para este marcador em questão em ambos os grupos investigados, 

sendo esta ocorrência inferior a 1%. Em contraste, em outras áreas ao longo dos ST as 

células de Sertoli avaliadas normalmente expressavam AR (Fig. 6I). 

Comparando-se as diferentes áreas investigadas, observamos que tanto nos 

animais pré-púberes quanto naqueles adultos a expressão relativa de AR apresenta 

padrão similar (Fig. 7). Na TR, a expressão de AR foi semelhante aos estádios do ciclo 

do epitélio nos quais esta expressão apresentava-se menor (p < 0,05), sendo, no 

entanto, significativamente menor (p < 0,05) do que aquele (estádio VII) em que a 

expressão era maior. Por outro lado, quando as diferentes idades foram comparadas, 

observamos que a expressão de AR aumenta significativamente na TR e na Cx (p<0,05) 

(Fig. 8), entretanto, nenhuma variação significativa nesta expressão foi notada para os 

diferentes estádios (VII e IX-XIII) avaliados (Fig. 8) ao longo dos ST. 

 

• GATA-4 

Na avaliação imunohistoquímica para GATA-4 observamos que algumas SCs 

presentes na TR também não expressam esse fator de transcrição. A análise 

quantitativa desta marcação (Fig. 9) nos revelou que em ratos pré-púberes o valor 

encontrado foi da ordem de aproximadamente 8%, enquanto nos adultos esse valor 

reduziu significativamente em aproximadamente a metade (p < 0,05). Na Cx, foram 

ainda encontradas algumas SCs negativas para GATA-4, valor este inferior a 1% tanto 

em ratos pré-púberes quanto naqueles adultos. Já ao longo dos ST, todas as SCs foram 

observadas expressando GATA-4 (Fig. 9I). 
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4.4. Expressão de CCR2 

Ao realizar imunohistoquímica para CCR2 (Fig. 10), observamos que somente as SCs 

localizadas na TR e na área adjacente à TR (Cx) expressam esse receptor. Assim, nos 

animais pré-púberes cerca de 10% das SCs presentes na TR foram positivas para esse 

marcador. Com a maturidade sexual, esse número aumentou consideravelmente de 

modo a compreender mais de 90% das SCs na TR dos ratos Wistar adultos (Fig. 10I). 

Notamos ainda aumento significativo (p < 0,05) de SCs expressando CCR2 na Cx nos 

ratos sexualmente maduros. Desta forma, aproximadamente 2% e 5% de SCs positivas 

foram observadas respectivamente nos animais jovens e adultos (Fig. 10I). Também 

foram observados espermatócitos primários em paquíteno expressando esse receptor 

em seus citoplasma e membrana citoplasmática (Fig. 11) na Cx e ao longo dos ST, tanto 

em ratos pré-púberes quanto naqueles sexualmente maduros. 

 

4.4. Imunofluorescência 

• AR – Ki-67 

Ao realizar a dupla marcação para Ki-67 e AR observamos um padrão 

característico para as SCs localizadas na TR, tanto nos ratos jovens (Fig. 12) quanto 

naqueles adultos (Fig. 13), onde normalmente as SCs positivas para AR são negativas 

para Ki-67. Característica esta também observada na Cx e ao longo dos ST (Fig. 12C e F; 

Fig. 13C e F). Ainda, SCs Ki-67 positivas e AR negativas foram notadas na TR (Fig. 12C e 

F; Fig. 13C e F). Interessantemente, células peritubulares mioides na TR (Fig. 12C) e 

células epiteliais da rete testis (Fig. 13 C) proliferando (Ki-67 e AR positivas) foram 

observadas. 
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5. Discussão 

Até o presente momento, está estabelecido na literatura que o período de 

proliferação pós-natal das células de Sertoli se estende até o momento coincidente 

com intensa proliferação de espermatócitos primários, formação da barreira de células 

de Sertoli (hematotesticular) e secreção de fluido tubular (Russel et al., 1989). Eventos 

estes que em ratos ocorrem entre a segunda e a terceira semana pós-natal (Orth, 

1982; Johson et al., 1996; Auharek, 2007; Cheng & Mruk, 2009; Auharek & França, 

2010), e que também são considerados como marcadores morfofuncionais da 

diferenciação/maturação das células de Sertoli (Russel et al., 1989). A partir desse 

período, é considerado que as células de Sertoli não mais se dividem (Steinberger & 

Steinberger, 1971; Orth, 1982; França & Russel, 1998; França et al., 2000; Sharpe et al., 

2003; França et al., 2005) e passam a constituir uma população terminalmente 

diferenciada (Kluin et al., 1984; Sharpe et al., 2003; Ahmed et al., 2009; Mital et al., 

2011) e estável no testículo (Buzzard et al., 2003; Sharpe et al., 2003; França et al., 

2005; Hayrabedyan et al., 2012), particularmente pelo fato de que apoptoses de 

células de Sertoli adultas serem raramente observadas em condições normais (Russel 

et al., 2001). Entretanto, diferentemente do que é classicamente estabelecido, 

diversos trabalhos publicados na última década, incluindo-se os resultados obtidos no 

presente estudo, indicam que a população de células de Sertoli em mamíferos pode 

não ser numericamente estável ou terminalmente diferenciada no período pré e pós-

púbere (Chaudhary et al., 2005; Tarulli et al., 2006; Trivedi et al., 2007; Ahmed et al., 

2009; Chui et al., 2011; Tarulli et al., 2012; Dufour et al., 2014). Existem ainda 

evidências em algumas espécies sazonais, como cavalos, de que o número de células 

de Sertoli varia conforme a estação reprodutiva (Johnson and Thompson, 1983; 

Johnson et al., 1991). Ademais, após a puberdade e início da maturidade sexual, 

apesar de ser observada estabilização no diâmetro tubular e na eficiência das células 

de Sertoli (mensurada como número de células germinativas por célula de Sertoli), em 

várias espécies de mamíferos já investigadas observa-se aumento significativo do peso 

testicular, da produção espermática e do comprimento tubular (Podany, 1969; 

Swierstra, 1973; Johnson & Thompson, 1983; Ekwall et al., 1984; França, 1987; 
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Berndtson & Thompson, 1990; Castro et al., 1991; Meisami et al., 1992; Russell, 1992; 

França et al., 2000). 

Em grande parte, a premissa de uma população adulta de células de Sertoli 

terminalmente diferenciada ocorre devido a não observação de divisão dessas células, 

por exemplo, em testículos de ratos adultos ou de homens normais (Steinberger & 

Steinberger, 1971; Russell & Clermont, 1977; McLachlan et al., 1995; Zhengwei et al., 

1998; McLachlan et al., 2002; Matthiesson et al., 2006; Sridharan et al., 2007). 

Entretanto, em contraste com o que está correntemente estabelecido na literatura e 

desafiando o dogma atual, no presente estudo encontramos atividade proliferativa em 

células de Sertoli (Ki-67/BrdU positivas, p27 negativas) localizadas na região de 

transição tanto em ratos de 36 dias de idade pós-natal, quanto naqueles sexualmente 

maduros e com 120 dias de idade pós-natal. Pela quantificação utilizando-se o 

marcador Ki-67, foi observado que, embora reduzido, aproximadamente 4% e 1% das 

células de Sertoli proliferavam na região de transição em ratos jovens e adultos 

respectivamente.  

É sabido que o processo de proliferação/maturação das células de Sertoli é 

controlado, e regulado temporalmente, por diversos fatores tais como os hormônios 

FSH e tireoidianos (França et al., 2005; Tarulli et al., 2012). Também é amplamente 

conhecido que o FSH estimula a proliferação das células de Sertoli durante o início do 

desenvolvimento pós-natal (Plant & Marshall, 2001; Sharpe et al., 2003). No entanto, 

embora desempenhe importante papel na espermatogênese (Chen & Liu, 2014), sua 

função ao término do período proliferativo não é ainda bem investigada (Meachem et 

al., 2005). Em contraste com o FSH, o hormônio tireoidiano desempenha importante 

papel na diferenciação das células de Sertoli (Van Haaster et al., 1992;  Auharek & 

França, 2010), agindo através das proteínas p21 e p27 – que são inibidoras da 

proliferação celular (Cooke et al., 2005; Holsberger & Cooke, 2005; Holsberger et al., 

2005). Com base nos resultados encontrados no presente estudo, e com a finalidade 

de se buscar elucidar os mecanismos envolvidos na atividade proliferativa das células 

de Sertoli, seria interessante investigar a expressão dos receptores de FSH e 

hormônios tireoidianos nas células de Sertoli presentes na região de transição. 
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• AR 

O AR é um fator de transcrição induzível por ligante e que regula a expressão 

de genes alvos em resposta aos andrógenos (Sheckter et al., 1989; Keller et al., 1996; 

O’Donnell et al., 1996; Roy et al., 1999; Heinlein & Chang, 2002; O’Donnell et al., 2009; 

Stanton et al., 2012).  Um ponto debatido na literatura é ação dos andrógenos e de 

seus receptores (AR) na maturação das células de Sertoli (Tan et al., 2005). Sabe-se 

que no período de maturação dessas células, ocorre um aumento na expressão de AR 

em todo o testículo, provavelmente devido ao aumento do número de células de 

Leydig e ao aumento de receptores expressos nas células de Sertoli (Buzek & Sanborn, 

1988). Essa elevada expressão de AR é associada ao término do período proliferativo e 

à diferenciação das células de Sertoli (Hazra et al., 2013). Em contraposição, a ausência 

de AR claramente impacta negativamente a maturação dessas células (Willems et al., 

2010), o que indica que as células de Sertoli que não expressam AR observadas na 

região de transição, tanto em animais jovens quanto em adultos, possuem um 

fenótipo mais imaturo. De certa forma, podemos especular que o baixo número de 

células germinativas (particularmente em estágios mais avançados da 

espermatogênese) presentes na região de transição (Hermo & Dworkin, 1988) 

influenciaria na existência dessas células de Sertoli que não expressam AR (O´Donnel 

et al., 2000; Cheng et al., 2010), visto que, conforme considerado na literatura, o 

complemento dessas células germinativas teria importante papel na formação de 

junções de oclusão (barreira das células de Sertoli) e, por conseguinte, na maturação 

das células de Sertoli (Willems et al., 2010).  

É importante ser ressaltado que na medida em que ocorre o amadurecimento 

sexual, ambas as ações dos andrógenos e expressão de AR nas células de Sertoli se 

tornam estádio-específicas (Bremner et al., 1994; Suarez-Quian et al., 1999; Meistrich 

et al., 2003). Neste estudo, observamos que na região de transição as células de Sertoli 

apresentam uma expressão relativa de AR similar àqueles estádios de reduzida 

expressão. A menor expressão de AR pode ser indicativa de um status menos maduro 

das células de Sertoli localizadas na região de transição (Sharpe et al, 2003), visto que 

falhas na maturação dessas células já foram associadas com a ausência ou menor 

expressão desse receptor (Regadera et al., 2001). Assim, a menor expressão de AR 

observada na região de transição pode estar relacionada à hipótese de que as células 
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de Sertoli dessa região possam apresentar um fenótipo mais indiferenciado e, assim, 

hábil de proliferar. 

Ainda neste contexto, similar aos achados do presente estudo, Tarulli e 

colaboradores observaram células de Sertoli expressando Ki-67 coincidente com uma 

menor expressão de AR após supressão hormonal em homens (Tarulli et al., 2013), 

indicando que células de Sertoli com capacidade proliferativa apresentam menor 

expressão de AR, e, consequentemente, alteração do status de diferenciação (Steger 

et al., 1996; Kliesch et al., 1997; Steger et al., 1999). Portanto, uma vez mais pode ser 

inferido que a menor capacidade das células de Sertoli em responder aos andrógenos 

estaria associada com um fenótipo mais indiferenciado (Tarulli et al., 2013). 

 

• GATA-4 

GATA-4 é um fator de transcrição expresso principalmente nas células de 

Sertoli e em células de Leydig adultas (Viger et al., 1998; Ketola et al., 1999, 2002; 

McCoard et al., 2001; Oreal et al., 2002; Imai et al., 2004; LaVoie et al., 2003, 2004; 

Martin et al., 2012) importante para o desenvolvimento e função testicular de 

mamíferos, particularmente nos aspectos envolvidos na regulação de expressão gênica 

e na diferenciação celular (Tevosian et al., 2002; Bouma  et al., 2007; Manuylov et al., 

2007; Kojima et al., 2008; Viger et al., 1998, 2008; Manuylov et al., 2011; Tevosian, 

2014). Mais especificamente, no testículo esse fator é fundamental na diferenciação e 

na regulação da função das células de Sertoli, e também requerido para adequadas 

interações entre essas células somáticas e as células germinativas (Bielinska et al., 

2007; Kyrönlahti et al., 2011; Tevosian, 2014). De modo semelhante quanto ao AR, 

tanto em ratos jovens quanto naqueles adultos, encontramos células de Sertoli que 

não estavam expressando GATA-4 na região de transição e na área adjacente a esta 

região. A ausência de GATA-4 pode estar associada a uma disfunção/função alterada 

das células de Sertoli, afinal já foi observado que em camundongos knockout 

condicional para GATA-4, além do desenvolvimento de atrofia testicular, 

comprometimento da espermatogênese e perda da fertilidade, as células de Sertoli 

apresentaram vacuolização e também se constatou maior permeabilidade da barreira 

hematotesticular (Kyrönlahti et al., 2011) – características semelhantes a aquelas 

encontradas na região de transição.  
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A ausência de GATA-4 pode estar também relacionada com falhas na 

diferenciação de células de Sertoli (Bielinska et al., 2007; Manuylov et al., 2011). 

Dentre os diversos genes testiculares regulados pelo GATA-4 (Viger et al., 1998; Ketola 

et al., 1999; Tremblay & Viger, 1999; Watanabe et al., 2000; Silverman et al., 2006; 

Nishida et al., 2008; Bhardwaj et al., 2008; Viger et al., 2008; LaVoie & King, 2009; 

Tevosian, 2014) merece ser ressaltado o Dmrt1 (Lei & Heckert, 2004), que é um 

importante fator na diferenciação das células de Sertoli (Raymond et al., 2000; 

Tevosian et al., 2002; Anttonen et al., 2003; Lei & Heckert, 2004; Kim et al., 2007a; 

Manuylov et al., 2011). Neste sentido, em animais knockouts para Dmrt1, as células de 

Sertoli não completam a diferenciação e apresentam proliferação exacerbada 

(Raymond et al., 2000). Isso evidencia que, por estimular a expressão do Dmrt1, o 

GATA-4 é de fato importante na diferenciação das células de Sertoli (Lei & Heckert, 

2004; Manuylov et al., 2011), reforçando, portanto, que as células de Sertoli que não 

expressam GATA-4 na região de transição, conforme encontrado no presente estudo, 

apresentam fenótipo indiferenciado. 

 

• CCR2 

O CCR2 pertence à família de receptores de quimiocinas β (Guazzone et al., 

2012), e suas principais quimiocinas ligantes são o CCL2 (MCP-1), o CCL7 (MCP-3) e o 

CCL12 (MCP-5) (Sozzani et al., 1994; Lu et al., 1998; Huang et al., 2001; Ford et al., 

2014); quimiocinas classicamente envolvidas na ativação e no recrutamento de 

monócitos e outras células inflamatórias para locais de inflamação, bem como na 

própria regulação de macrófagos (Proost et al., 1996; Sarafi et al., 1997; Menten et al., 

2001; Gerdprasert et al., 2002; Guazzone et al., 2003; Charo & Taubman, 2005). De 

modo geral, as quimiocinas podem agir como agentes homeostáticos e 

imunomoduladores (Zlotnik & Yoshie, 2000). Inesperadamente, observamos expressão 

nuclear (Favre et al., 2008) de CCR2 principalmente nas células de Sertoli localizadas na 

região de transição, sendo que no indivíduo adulto o número de células de Sertoli 

expressando esse receptor é consideravelmente maior.  

Pelo fato de ser sabido que as células de Sertoli desempenham atividade 

imunorreguladora (Sanberg et al., 1996; Korbutt et al., 2000; Suarez-Pinzon et al., 

2000; Dufour et al., 2003; Chui et al., 2011), pode ser especulado que a maior 
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expressão de CCR2 observada nas células de Sertoli localizadas na região de transição 

de ratos adultos estaria relacionada com a indução de tolerância a autoantígenos. 

Sabe-se que o CCR2 também é um marcador de células dendríticas imaturas, 

residentes em testículos normais, que induzem tolerância a autoantígenos (Steinman, 

1991; Thomas & Lipsky, 1996; Steinman et al., 2003; Rival et al., 2006, 2007). Por outro 

lado, já foi visto que, em casos de orquite, essas células dendríticas adquirem um 

fenótipo maduro (pró-inflamatório) coincidente com a diminuição na expressão de 

CCR2 (Rival et al., 2007). Neste sentido, as células de Sertoli poderiam também assumir 

um papel importante na indução de tolerância a autoantígenos, uma vez que é 

relatado que ao redor da região de transição ocorre maior prevalência de linfócitos e 

macrófagos (Takahashi et al., 2006) que, eventualmente, poderiam exibir autorreação 

contra os antígenos de células germinativas particularmente pelo fato de ser também 

especulado que na região de transição a barreira hematotesticular possa ser mais 

vulnerável (Osman, 1984) permitindo, assim, maior acesso dessas células do sistema 

imune ao epitélio seminífero. Portanto, a imunorregulação desse ambiente seria 

imprescindível para a manutenção de um estado fisiológico adequado à função 

testicular. 

De certa forma, a expressão de CCR2 observada nas células de Sertoli poderia 

também estar relacionada à regulação de processos de proliferação/diferenciação 

celular (Gu et al., 1997; Weber et al., 1999; Selzman et al., 2002; Lu et al., 2009). A 

ativação do CCR2 por CCL2 já foi relacionada a um fenótipo mais agressivo de câncer 

prostático, induzindo proliferação celular (Loberg et al., 2006, 2007; Lu et al., 2007, 

2009; Zhang et al., 2010a; Zhang et al., 2010b; He et al., 2014; Ding et al., 2015). Assim, 

ao gerar animal knockdown para CCR2, Gao e colaboradores (2013) observaram a 

inibição da proliferação de células cancerígenas prostáticas. Da mesma forma, Fujino e 

colaboradores (2006) associaram uma menor expressão de CCR2 com efeitos anti-

proliferativos em monócitos. No mesmo trabalho, uma maior expressão de CCL2 

bloqueou os efeitos anti-proliferativos. Uma menor expressão de CCR2, já foi inclusive 

relacionada com maior expressão da conexina 43 (Menzies et al., 2012), que é uma 

importante proteína reguladora da maturação das células de Sertoli (St-Pierre et al., 

2003; Gilleron et al., 2006). 
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A estimulação do CCR2 nas células de Sertoli provavelmente se dá por 

mecanismos autócrinos, visto que as próprias células de Sertoli expressam CCL2, CCL7 

e CCL12 (Aubry et al., 2000; Guazzone et al., 2003; Simon et al., 2010), ou mesmo 

parácrinos, uma vez que a expressão de CCL2 é relatada também em células de Leydig, 

peritubulares mioides e endoteliais, além de macrófagos (Aubry et al., 2000; Pérez et 

al., 2014). Neste aspecto, Aubry e colaboradores (2000) notaram menor expressão de 

CCL2 em células de Sertoli imaturas - compatível com nossos dados referentes à menor 

expressão de CCR2 em células de Sertoli de animais imaturos - embora não se tenha 

determinado se a expressão de CCL2 diferiria entre animais pré-púberes e 

sexualmente maduros.  

Observamos, finalmente, que o CCR2 também é expresso em espermatócitos 

primários. Por estudos ainda em andamento no nosso laboratório, foi visto que o 

knockout para esse receptor em camundongos resultou num maior índice apoptótico 

dessas células germinativas, bem como em menor produção espermática diária 

(Campos-Júnior et al., dados não publicados), sugerindo que a sinalização CCL2-CCR2 

desempenha importante papel na regulação da sobrevivência dos espermatócitos 

primários e, consequentemente, determinando assim a magnitude da produção 

espermática. 

Recentemente (2014), Ford e colaboradores indicaram que o CCR2 apresenta 

propriedades de reconhecimento receptor-ligantes sujeitas a uma modulação célula-

específica, devido a diferenças no processamento pós-traducional ou 

heterodimerização desse receptor (El-Asmar et al., 2005; Springael et al., 2006; Sohy et 

al., 2007, 2009). Na literatura, diversos efeitos da ativação do CCR2 são relatados 

conforme o tipo e contexto funcional celular (Gu et al., 1997; Selzman et al., 2002; 

Guazzone et al., 2003; Lu et al., 2006; Loberg et al., 2006, 2007; Roca et al., 2008; Lu et 

al., 2009). Neste sentido, mais estudos são necessários com a finalidade de melhor 

compreender o papel desse receptor na função das células de Sertoli, nos 

espermatócitos primários e, em última análise, na função testicular. 
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6. Conclusões 

Como pode ser observado na Fig. 14 e na Tab. 4, os dados obtidos no presente 

estudo indicam que células de Sertoli de ratos Wistar presentes na região de transição 

entre os túbulos seminíferos e a rete testis apresentam um fenótipo distinto quando 

comparadas às células de Sertoli localizadas ao longo dos túbulos seminíferos. Neste 

contexto, as imunomarcações revelaram que, aos 36 e 120 dias de idade, existem 

células de Sertoli na região de transição de ratos Wistar que: 

 

1- Expressam Ki-67; 

2- São marcadas por BrdU; 

3- Não expressam p27; 

4- Não expressam AR; 

5- Não expressam GATA-4; 

6- Expressam CCR2. 

 

Ainda, na medida em que ocorre o amadurecimento sexual, o número de 

células de Sertoli proliferativas (Ki-67 e BrdU positivas) se reduz e, 

concomitantemente, o número de células expressando p27, AR e GATA-4 aumenta. 

Além disso, a expressão relativa de AR dessas células é menor e semelhante aos 

estádios dos túbulos seminíferos de menor expressão de AR. Ademais, dadas as 

observações das duplas marcações por imunofluorescência, existe uma 

correspondência entre o fenótipo proliferativo com o status de imaturidade dessas 

células. Finalmente, em relação à expressão de CCR2, o número de células de Sertoli 

expressando esse receptor aumenta consideravelmente ao ocorrer o amadurecimento 

sexual, embora o exato papel permaneça ainda desconhecido. Assim, os resultados do 

presente estudo nos sugerem fortemente a existência de uma subpopulação 

indiferenciada (progenitora) de células de Sertoli característica da região de transição. 

Esse status indiferenciado estaria, possivelmente, relacionado com o microambiente 

específico dessa região particular do parênquima testicular que influenciaria a 

dinâmica de proliferação/diferenciação celular, aspecto que merece ser investigado 

mais acuradamente conforme estudos já em andamento no nosso laboratório. 
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Figura 1 – Atividade proliferativa das células de Sertoli de ratos avaliada pela marcação de 3H-timidina 

(Orth, 1982). Observa-se que neste estudo não foram encontradas células de Sertoli mitóticas após o 21º 

dia pós-natal. 

 

Figura 2 – Representação esquemática da distribuição do número total (20) de ratos Wistar utilizados nas 

diferentes abordagens experimentais desenvolvidas no presente estudo. Conforme pode ser notado, dois 

grupos de animais foram utilizados, ou seja, um grupo composto por 10 ratos pré-púberes (jovens e com 

36 dias de idade) e outro composto por 10 animais sexualmente maduros (adultos e com 120 dias de 

idade). Em cada um desses grupos, 2 ratos receberam injeção intraperitoneal de BrdU para análises de 

proliferação de células de Sertoli, enquanto os 8 restantes foram utilizados para as análises morfométricas 

e de imunomarcação. 
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Figura 3 – Imunomarcação para Ki-67 em diferentes áreas testiculares de ratos Wistar pré-púberes (A-D) e 

sexualmente maduros (E-H). Vista mais ampla das áreas investigadas (A, E), compreendendo em detalhe os 

túbulos seminíferos (ST) (B, F), a área adjacente à região de transição (Cx) (C, G) e a região de transição (TR) 

(D, H). Células de Sertoli positivas estão indicadas por cabeças de setas vermelhas, enquanto as negativas 

estão indicadas por cabeças de setas verdes. Na TR, encontram-se células de Sertoli em proliferação (cerca 

de 4% no indivíduo de 36 dias). Embora o número reduza significativamente, em ratos sexualmente 

maduros ainda é possível observar nesta fase células de Sertoli proliferando (p < 0,05) (I). Observam-se 

também células germinativas em proliferação (setas amarelas). Barra: 50µm (A, E); 10μm (B-D, F-H). 
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Figura 4 – Imunomarcação para BrdU contemplando a região de transição (TR) e a área adjacente à TR (Cx) 

de testículos de ratos Wistar pré-púberes (A-B) e sexualmente maduros (C). Como já foi visto, células de 

Sertoli são encontradas proliferando na TR (cabeças de setas vermelhas). Interessante mencionar que em 

um dos ratos pré-púberes analisados, foi encontrado um grupo de células de Sertoli marcadas para BrdU 

(B). Células de Sertoli negativas estão indicadas por cabeças de setas verdes. Células germinativas em 

proliferação estão indicadas por setas amarelas. Barra: 10μm. 
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Figura 5 – Imunomarcação para p27 em diferentes áreas testiculares de ratos Wistar pré-púberes (A-C) e 

sexualmente maduros (D-F), contemplando a região de transição (TR) (A, D), a área adjacente à região de 

transição (B, E) e ao longo dos túbulos seminíferos (C, F). Células de Sertoli negativas (cabeças de setas 

verdes) são encontradas na TR tanto em indivíduos jovens (A) quanto em adultos (D). Já nas outras regiões, 

observamos caracteristicamente células de Sertoli marcadas (cabeças de setas vermelhas, A-F). Barras: 

10μm. 
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Figura 6 – Imunomarcação para AR em diferentes áreas testiculares de ratos Wistar pré-púberes (A-D) e 

sexualmente maduros (E-H). Vista mais ampla das áreas investigadas (A, E), compreendendo em detalhe os 

túbulos seminíferos (ST) (B, F), a área adjacente à região de transição (Cx) (C, G) e a região de transição (TR) 

(D, H). Células de Sertoli positivas estão indicadas por cabeças de setas vermelhas, enquanto as negativas 

estão indicadas por cabeças de setas verdes. Observa-se que, na TR, aproximadamente 17% das células de 

Sertoli não expressam AR no indivíduo pré-púbere, e esse número é reduzido à metade no indivíduo adulto 

– cerca de 8% (p < 0,05) (I). Na Cx (B, G) algumas poucas células de Sertoli foram encontradas também 

negativas em ambos os grupos (inferior a 1%). Barra: 50µm (A, E); 10μm (B-D, F-H). Letras minúsculas 

diferentes representam diferenças estatisticamente significativas entre as diferentes regiões (TR, Cx ou TS) 

do grupo de 36 dias de idade (p < 0,05). Letras maiúsculas diferentes representam diferenças 

estatisticamente significativas entre as diferentes regiões (TR, Cx ou TS) do grupo de 120 dias de idade (p < 

0,05). 
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Figura 7 – Expressão de AR nas células de Sertoli localizadas na região de transição (TR), na área 

adjacente à TR (Cx), e em túbulos seminíferos (ST) nos estádios IX a XIII relativa à expressão de AR em 

células de Sertoli presentes em túbulos seminíferos no estádio VII. Observa-se que, tanto em ratos jovens 

quanto em adultos, a expressão de AR nas células de Sertoli da TR é significativamente semelhante àquela 

dos estádios IX-XIII e significativamente menor (p < 0,05) do que aquela encontrada no estádio VII. 
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Figura 8 – Comparação temporal da expressão de AR em células de Sertoli localizadas nas diferentes 

regiões investigadas de ratos pré-púberes e sexualmente maduros. Observa-se que após ocorrer o 

amadurecimento sexual, a expressão de AR em células de Sertoli presentes na região de transição (TR) e na 

área adjacente à TR (Cx) aumenta significativamente (p < 0,05), o que não é observado nas células de 

Sertoli localizadas ao longo dos túbulos seminíferos tanto nos estádios que naturalmente apresentam 

menor expressão (ST:IX-XIII) quanto nos de maior expressão de AR (ST:VII). 

 

 

 

 

 

 

 

44 
 



Figuras 

 
 

 

 

 

 

 

 

Figura 9 – Imunomarcação para GATA-4 em diferentes áreas testiculares de ratos Wistar pré-púberes (A-D) 

e sexualmente maduros (E-H). Vista mais ampla das áreas investigadas (A, E), compreendendo em detalhe 

os túbulos seminíferos (ST) (B, F), a área adjacente à região de transição (Cx) (C, G) e a região de transição 

(TR) (D, H). Células de Sertoli positivas estão indicadas por cabeças de setas vermelhas, enquanto as 

negativas estão indicadas por cabeças de setas verdes. Observa-se que, na TR, cerca de 8% das células de 

Sertoli não expressam GATA-4 em ratos pré-púberes, e esse número é reduzido à metade em ratos adultos 

(p < 0,05) (I). Na Cx ainda foram encontradas algumas poucas células de Sertoli negativas em ambos os 

grupos (inferior a 1%). Barra: 50µm (A, E); 10μm (B-D, F-H). Letras minúsculas diferentes representam 

diferenças estatisticamente significativas entre as diferentes regiões (TR, Cx ou TS) do grupo de 36 dias de 

idade (p < 0,05). Letras maiúsculas diferentes representam diferenças estatisticamente significativas entre 

as diferentes regiões (TR, Cx ou TS) do grupo de 120 dias de idade (p < 0,05). 
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Figura 10 – Imunomarcação para CCR2 em diferentes áreas testiculares de ratos Wistar pré-púberes (A-D) 

e sexualmente maduros (E-H). Vista mais ampla das áreas investigadas (A, E), compreendendo em detalhe 

os túbulos seminíferos (ST) (B, F), a área adjacente à região de transição (Cx) (C, G) e a região de transição 

(TR) (D, H). Células de Sertoli positivas estão indicadas por cabeças de setas vermelhas, e as negativas por 

cabeças de setas verdes. Observa-se que cerca de 10% das células de Sertoli na TR expressam CCR2 em 

animais pré-púberes. Esse número aumenta drasticamente compreendendo quase a totalidade (mais de 

90%) das células de Sertoli na TR em ratos adultos (p<0,05) (I). Nota-se ainda um aumento significativo de 

células de Sertoli expressando CCR2 na Cx à medida que ocorre o amadurecimento sexual (p < 0,05). Barra: 

50µm (A, E); 10μm (B-D, F-H). Letras minúsculas diferentes representam diferenças estatisticamente 

significativas entre as diferentes regiões (TR, Cx ou TS) do grupo de 36 dias de idade (p < 0,05). Letras 

maiúsculas diferentes representam diferenças estatisticamente significativas entre as diferentes regiões 

(TR, Cx ou TS) do grupo de 120 dias de idade (p < 0,05). 
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Figura 11 – Imunomarcação para CCR2, evidenciando o citoplasma e membrana dos espermatócitos primários (cabeças de setas vermelhas) expressando 

esse receptor ao longo dos túbulos seminíferos e região adjacente à região de transição - tanto em ratos pré-púberes (A) quanto naqueles sexualmente 

maduros (B). Barra: 10μm. 
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Figura 12 – Dupla marcação, em ratos pré-púberes, para Ki-67 (A, D) e AR (B, E) nas diferentes regiões testiculares investigadas. Conforme pode ser observado, 

normalmente células de Sertoli negativas para Ki-67 são positivas para AR (seta alaranjada; C, F). Assim, foram notadas células de Sertoli Ki-67 positivas e AR 

negativas na TR (cabeça de seta branca; C, F). Foram observadas ainda células peritubulares mioides na TR proliferando - Ki-67 e AR positivas (seta azul; C). TR: 

região de transição; Cx: área adjacente à TR; ST: túbulos seminíferos. Barra: 50μm. 
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Figura 13 – Dupla marcação, em ratos sexualmente maduros, para Ki-67 (A, D) e AR (B, E) nas diferentes regiões testiculares investigadas. Conforme pode ser 

observado, normalmente células de Sertoli negativas para Ki-67 são positivas para AR (seta alaranjada; C, F). Também foram notadas células de Sertoli Ki-67 

positivas e AR negativas na TR (cabeça de seta branca; C, F). Foram observadas ainda células epiteliais da rete testis proliferando - Ki-67 e AR positivas (RT, 

seta azul; C). TR: região de transição; Cx: área adjacente à TR; ST: túbulos seminíferos. Barra: 50μm. 
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Figura 14 – Diagrama esquemático sumarizando os resultados obtidos neste trabalho, com a representação relativa das células de Sertoli positivas para os 

marcadores de proliferação, diferenciação e de interação com células do sistema imune, nas diferentes áreas do parênquima testicular avaliadas em ratos 

Wistar de 36 e 120 dias de idade. Observe que na TR a expressão desses marcadores é claramente distinta quando comparada àquela da Cx e a dos ST. TR: 

região de transição; Cx: área adjacente à TR; ST: túbulos seminíferos. 
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Tabela 1– Dados biométricos e morfometria testicular de ratos Wistar pré-púberes e sexualmente maduros (média ± erro padrão da média). 

Parâmetros Ratos Pré-Púberes (36 dias de idade) Ratos Sexualmente Maduros (120 dias de idade) 

Peso Corporal (g) 113 ± 7a 348 ± 25b 

Peso Testicular* (g) 0,52 ± 0,09a 1,92 ± 0,27b 

Índice Gonadossomático (%) 0,91 ± 0,16a 1,11 ± 0,14b 

Diâmetro Tubular (μm) 238 ± 18a 298 ± 19b 

Altura do Epitélio Seminífero (μm) 85 ± 7a 100 ± 7b 

*valor correspondendo à média dos pesos do testículo direito e esquerdo. 

Letras diferentes na mesma linha representam diferenças estatisticamente significativas (p < 0,05). 
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Tabela 2– Lista dos fixadores utilizados, temperaturas mantidas durante a fixação e o tempo gasto até o momento da inclusão, de acordo com 

os objetivos propostos. 

Fixador Temperatura/Tempo Pré-Inclusão Propósito 

Solução de Bouin Temperatura ambiente/24h Microscopia Óptica 
Imunohistoquímica 

Paraformaldeído a 4% 4°C/24h Imunohistoquímica 

Metacarn 4°C/24h Imunohistoquímica 
Imunofluorescência 
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Tabela 3– Relação dos anticorpos, homologia com proteínas de rato, respectivas diluições, soros e fixadores utilizados no material biológico 

para a realização dos testes imunohistoquímicos. 

Anticorpo Primário Homologia com a 
Proteína de Rato 

Diluição do Ac 
Primário 

Soro Anticorpo Secundário Diluição do  
Ac Secundário 

Fixador 

Ki-67 
Monoclonal Anti-human-Ki67 

Pharmingen (#558615) 

78¨% 1:50 NHS Anti-mouse IgG Biotinilado 
Vector Laboratories 1:200 Paraformaldeído 

Metacarn 

BrdU 
Monoclonal Anti-mouse-BrdU 

Pharmingen (#347580) 

- 1:100 NHS Anti-mouse IgG Biotinilado 
Vector Laboratories 1:200 Paraformaldeído 

Metacarn 

P27 (Kinase inhibitory protein 1) 
Monoclonal Anti-mouse-p27 

Pharmingen (#554069) 

96,5% 1:50 NHS Anti-mouse IgG Biotinilado 
Vector Laboratories 1:200 Paraformaldeído 

Metacarn 

AR (Androgen receptor) 
Policlonal Anti-human-AR 

Santa Cruz (sc-816) 

85% 1:50 NGS Goat pAb to Rb IgG Biotinilado 
Abcam (ab6720) 1:200 Solução de Bouin 

Metacarn 

GATA-4 (GATA binding protein 4) 
Policlonal Anti-human-GATA-4 

Santa Cruz (sc-25310) 

100% 1:100 NHS Anti-mouse IgG Biotinilado 
Vector Laboratories 1:200 Solução de Bouin 

CCR2 (Chemokine C-C motif receptor 2) 
Policlonal Anti-human-CCR2 

Abcam (ab21667) 

76% 1:50 NGS Goat pAb to Rb IgG Biotinilado 
Abcam (ab6720) 1:200 Solução de Bouin 

NGS = soro normal de cabra (G9023, Sigma-Aldrich®); NHS = soro normal de cavalo (H0146, Sigma-Aldrich®). 
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Tabela 4– Percentual de células de Sertoli positivas para os marcadores de proliferação, diferenciação e de interação com células do sistema 

imune nas diferentes áreas do parênquima testicular avaliadas em ratos Wistar de 36 e 120 dias (média ± erro padrão da média). 

Marcador 
TR Cx TS 

36 dias 120 dias 36 dias 120 dias 36 dias 120 dias 

Ki-67 4,3 ± 0,9% 1,1 ± 0,4%* - - - - 

AR 82,7 ± 2,1% a 91,3 ± 1,3% A* 99,3 ± 0,4% b 99,3 ± 0,4% AB 100% b 100% B 

GATA-4 91,9 ± 1,3% a 95,6 ± 0,8% A* 99,4 ± 0,4% b 99,5 ± 0,3% AB 100% b 100% B 

CCR2 9,7 ± 2,4% a 92 ± 1,5% A* 1,9 ± 0,6% b 5,5 ± 0,9% B* -  -  

TR: região de transição; Cx: área adjacente à TR; ST: túbulos seminíferos. 

* representa diferenças estatisticamente significativas de uma mesma região (TR, Cx ou TS) entre os grupos 36 dias e 120 dias de idade (p < 0,05). 

Letras minúsculas diferentes na mesma linha representam diferenças estatisticamente significativas entre as diferentes regiões (TR, Cx ou TS) do grupo de 
36 dias de idade (p < 0,05). 

Letras maiúsculas diferentes na mesma linha representam diferenças estatisticamente significativas entre as diferentes regiões (TR, Cx ou TS) do grupo de 
120 dias de idade (p < 0,05). 
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