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RESUMO 

 

O transplante de células germinativas consiste na remoção de espermatogônias-

tronco do testículo de um animal doador e a transferência das mesmas para o testículo de 

um animal receptor, sem espermatogênese endógena, onde estas células irão se 

desenvolver e formar espermatozóides maduros com características genéticas do doador. 

Esta técnica apresenta-se como única abordagem funcional disponível para se investigar a 

biologia das espermatogônias tronco em mamíferos, e mesmo em outros vertebrados. 

Apesar de já ser bem caracterizado em mamíferos, este é o primeiro relato de sucesso do 

transplante não-cirúrgico de espermatogônias-tronco diretamente no testículo de peixes 

adultos. Utilizando-se a tilápia-nilótica (Oreochromis niloticus) como modelo experimental, 

nove semanas após o transplante demonstramos a produção de espermatozóides dos 

doadores nos testículos receptores que tiveram a espermatogênese endógena depletada 

através do tratamento com a droga quimioterápica busulfan. Além disso, utilizando duas 

linhagens diferentes de tilápias, verificamos através de análises de DNA microsatélite, a 

geração de progênie com indivíduos apresentando o genótipo dos animais doadores, que 

pertenciam a uma linhagem de tilápia vermelha (variedade Ceará). Do mesmo modo, após o 

transplante, espermatogônias criopreservadas de tilápias foram capazes de proliferar e se 

diferenciar em espermatozóides nos testículos dos peixes receptores. Comparados com 

outros métodos já descritos na literatura utilizando larvas e embriões receptores, estes 

resultados indicam que o transplante de espermatogônias utilizando peixes sexualmente 

maduros pode facilitar e reduzir consideravelmente o tempo necessário para obtenção de 

gametas viáveis e prole com o genótipo do doador. A viabilidade de machos adultos de 

tilápia como modelo receptor para o transplante xenogênico de células germinativas 

também foi demonstrada utilizando-se espermatogônias tronco provenientes de outra 

espécie de teleósteo (tucunaré, Cichla monoculus), bem como de espécies de vertebrados 

pertencentes a diferentes classes (rã-touro, Lithobates catesbeianus; rato, Rattus 

novergicus). Neste tipo de transplante, as espermatogônias exógenas foram capazes de 

colonizar e proliferar nos testículos de tilápia, demonstrando assim a plasticidade do 

ambiente dos túbulos seminíferos nesta espécie de teleósteo. Dessa forma, uma 

metodologia inédita e viável de transplante de espermatogônias foi estabelecida, 

propiciando assim um cenário totalmente novo e bastante promissor para a investigação da 

biologia das espermatogônias-tronco e da função testicular de teleósteos e outros 

vertebrados, além de apresentar potenciais aplicações nas áreas de biotecnologia, 

conservação e produção em aqüicultura.  

 
 
Palavras-chaves: Transplante de espermatogônias-tronco, biotecnologia, criopreservação, 
tilápia-nilótica (Oreochromis niloticus), espermatogênese, vertebrados. 
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ABSTRACT 

 

Germ cell transplantation consists in the removal of spermatogonial stem cells from 

the testis of a donor animal and the transferring of them into the testis of a recipient 

animal, where these cells will develop to form mature spermatozoa presenting donor 

genetic characteristics. This technique is the only available approach to functionally 

investigate the spermatogonial stem cell biology in mammals and even in other vertebrates. 

Although is well characterized in mammals, this is the first successful report of a non-

surgical methodology for spermatogonial transplantation directly into the testes of adult 

fish. Using the Nile tilapia (Oreochromis niloticus) as model, nine weeks after transplantation 

we demonstrated the production of donor spermatozoa in the recipient testis, in which 

endogenous spermatogenesis had been depleted with the cytostatic drug busulfan. In 

addition, through microsatellite DNA analysis, we verify the generation of progeny with 

individuals presenting the genotype of donor animals, which belonged to a different strain 

of Nile tilapia (Red tilapia). Similarly, after transplantation, cryopreserved tilapia 

spermatogonia were able to proliferate and differentiate into spermatozoa in the   embryos 

and larvae, these results indicate that spermatogonial transplantation in sexually mature 

fish may facilitate and reduce considerably the time needed to obtain viable gametes and 

offspring with donor genotype. The suitability of adult males of tilapia as a recipient model 

for xenogenic transplantation was also demonstrated using spermatogonial stem cell 

derived from other teleost species (tucunaré, Cichla monoculus) and vertebrate species 

belonging to different classes (bullfrog, Lithobates catesbeianus; rat, Rattus norvegicus). In 

this type of transplantation, the exogen spermatogonia were able to colonize and 

proliferate in the testes of tilapia, thus demonstrating the plasticity of the seminiferous 

tubules environment in this species of teleost. Therefore, a new and viable methodology of 

spermatogonial transplantation was established, providing a totally new and quite 

promising scenario for investigation of the spermatogonial stem cell biology and testicular 

function in teleosts and other vertebrates, also presenting potential applications in 

biotechnology, conservation and production in aquaculture. 

 

 
Keywords: spermatogonial stem cell transplantation, biotechnology, cryopreservation, 
tilapia (Oreochromis niloticus), spermatogenesis, vertebrates. 
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1 – INTRODUÇÃO E REVISÃO DE LITERATURA 

 

  

1.1- PEIXES TELEÓSTEOS 

 

Os peixes ósseos verdadeiros, os Osteichthyes, surgiram no período Siluriano 

Superior a aproximadamente 430 milhões de anos e dividem-se em quatro subclasses: 

Dipnoi, Crossopterygii, Brachyopterygii e Actinopterygii. Essa última está composta pelos 

Chondrostei, Holostei e Teleostei. Os teleósteos (infraclasse Teleostei) correspondem a cerca 

de 96% de todos os peixes existentes, incluem mais de vinte mil espécies em 4.064 gêneros, 

426 famílias, 38 ordens, e são conhecidos como “peixes ósseos modernos” (Nelson 1994). 

Patterson (1968) propôs que os teleósteos formam um grupo natural e monofilético. Todos 

os grupos incluídos nesta infraclasse possuem esqueleto caudal, importante na evolução dos 

padrões de locomoção do grupo, e modificações na musculatura da mandíbula que os 

distinguem dos outros Actinopterígios. Os representantes do táxon Teleostei, por sua vez, se 

dividem em quatro grupos: Osteoglossomorpha, Elopomorpha, Clupeomorpha e Euteleostei. 

Animais exclusivamente dulciaquícolas se restringem apenas a subdivisão 

Osteoglossomorpha, os três grupos restantes apresentam exemplares em ambientes 

marinhos e de água doce (Patterson & Rosen, 1977; Nelson, 1994).  

Os teleósteos, assim como referido acima, constituem o maior e provavelmente mais 

diversificado grupo de vertebrados. O habitat ocupado pelos teleósteos é extremamente 

diversificado sugerindo que, ao longo de sua história evolutiva, esses peixes desenvolveram 

um eficiente diálogo adaptativo com o meio ambiente (Billard, 1986; Nelson, 1994). Desta 

forma, foram capazes de colonizarem e de se reproduzirem numa variedade muito grande 

de microambientes graças a uma complexidade de estratégias reprodutivas como por 

exemplo, a liberação dos gametas para fertilização externa; o desenvolvimento de órgãos 

especializados para fertilização interna; os variados tipos de comportamento e de cuidado 

com a prole; e a migração reprodutiva, seja nas formas de piracema ou naquelas 

acompanhadas por grandes alterações osmóticas (Hoar, 1969; Borges Filho, 1987; Le Gac & 

Loir, 1999; Sato et al., 2003).  
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1.2- A TILÁPIA-NILÓTICA (Oreochromis niloticus) 

 

A tilápia-nilótica (Oreochromis niloticus) é um teleósteo pertencente à ordem 

Perciformes, família Cichlidae e à sub-família Tilapiinae. Embora cerca de 70 espécies de 

ciclídeos recebam a denominação de tilápia, somente Oreochromis niloticus, Oreochromis 

mossambicus, Oreochromis aureus, Tilapia rendalli e seus híbridos apresentam importância 

para aqüicultura mundial (Stickney, 1997). Oreochromis niloticus destaca-se entre as demais 

por exibir características de interesse zootécnico. O cultivo desta espécie ocorre há mais de 

3000 anos no Egito e, atualmente, está espalhado por quase todos os países do mundo, 

constituindo a segunda espécie de peixe de água doce mais produzida no mundo por 

apresentar  uma carne de excelente qualidade e de boa aceitação pelo mercado consumidor 

(Torrans, 1998; FAO, 2007); o que faz da tilápia-nilótica a espécie mais promissora para a 

aqüicultura do século XXI (Fitzsimmons, 2000). A produção mundial de tilápia tem crescido 

nas ultimas décadas, subindo de 0,83 milhões de toneladas em 1990, para 1,6 milhões de 

toneladas em 1999 e mais de 2,5 milhões de toneladas em 2005. Estima-se ainda que a 

produção total de tilápias em 2010 poderá alcançar 3,5 milhões de toneladas (FAO, 2007). 

Particularmente no Brasil, onde foi introduzida a partir de 1971, a tilápia-nilótica é a espécie 

de água doce mais cultivada (Mainardes-Pinto et al., 1995; Lovshin & Cyrino, 1998). 

Provavelmente, este cultivo deve-se às condições altamente favoráveis que o Brasil oferece, 

levando o Ministério da Agricultura a indicar esta espécie como o principal peixe para o 

estabelecimento da cadeia produtiva de pescado de água doce. Desta forma, financiamentos 

têm sido alocados para pequenos produtores que se interessam em cultivar tilápias. Além 

disso, pólos de cultivo e processamento de tilápia se multiplicam no Brasil, impulsionados 

principalmente pelo interesse dos consumidores dos Estados Unidos e da Europa (FAO, 

2007). 

Do ponto de vista biológico, a tilápia-nilótica é onívora alimentando-se de algas, 

fitoplâncton, zooplâncton, ovos e larvas de peixes e detritos. Esta característica faz com que 

a tilápia cresça rapidamente com a utilização de níveis muito baixos de proteínas e tolere 

altos níveis de carboidratos na dieta (Stickney, 2000). Tilápias-nilóticas se caracterizam ainda 

por apresentarem cuidado parental bucal desenvolvido pela fêmea (Trewavas, 1983). 

Apresentam tamanho conveniente e tolerância a baixos teores de oxigênio dissolvido e a 



Introdução e Revisão de Literatura 

3 
 

grandes variações nas condições ambientais (Beamish, 1970; Silva, 1987). Além destes 

aspectos bastante positivos, esta espécie atinge a maturidade sexual precocemente (entre 4 

e 5 meses de idade), sua desova ocorre de 2 em 2 meses se a temperatura da água 

permanecer acima de 24oC, e suas larvas apresentam alta viabilidade. A conjunção das 

qualidades altamente positivas anteriormente mencionadas faz com que as tilápias-nilóticas 

se apresentem também como excelente modelo experimental para se investigar a biologia 

reprodutiva de peixes teleósteos com alto potencial produtivo (Stickney, 2000).  

 

1.3- ESTRUTURA DO TESTÍCULO EM TELEÓSTEOS 

  

Os testículos dos peixes estão localizados na cavidade celomática, dorsalmente ao 

tubo digestivo, ventralmente ao mesonefro e ventro-lateralmente ao longo da bexiga 

gasosa, encontrando-se presos à parede abdominal dorsal pelo mesórquio. 

Macroscopicamente, os testículos da maioria dos teleósteos estudados são órgãos pares, 

podendo estar parcial ou totalmente fundidos entre si, apresentam usualmente tamanho 

similar entre o direito e o esquerdo e são freqüentemente alongados, embora existam 

outras formas como lobulados e foliáceos (Le Gac & Loir, 1999).  

Particularmente na tilápia-nilótica os testículos são pares e alongados, de superfície 

lisa e apresentam tamanho semelhante entre o direito e o esquerdo. Cada testículo 

apresenta uma extremidade cranial afilada, uma parte média de forma triangular e uma 

porção caudal (distal) que se afila gradualmente até unir-se à do outro testículo (Silva & 

Godinho, 1983).  Externamente, este órgão é revestido por delicada cápsula de tecido 

conjuntivo, a túnica albugínea, da qual partem septos fibrosos em sentido radial que 

percorrem o interior do órgão em direção ao lado oposto, dividindo o testículo em lóbulos 

incompletos (Silva, 1987). Esses lóbulos são preenchidos pelos túbulos seminíferos que 

apresentam a mesma disposição radial e terminam em um fundo cego (Loir et al., 1995). Os 

túbulos seminíferos convergem para um sistema de dúctulos eferentes, que por sua vez 

desembocam no ducto espermático principal, que se unirá ao ducto espermático principal 

do outro testículo, formando um ducto único que desemboca na papila urogenital (Silva, 

1987; Matta, 2000). 

A organização estrutural básica do testículo é comum a todos os peixes e aos demais 

vertebrados (Schulz et al., 2010). Este órgão exerce as funções de produção de gametas 
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(espermatogênica) e endócrina (androgênica), possuindo para isto dois compartimentos 

principais: o compartimento intertubular ou intersticial e o compartimento tubular ou 

germinativo (Koulish et al., 2002). No compartimento intersticial estão situados vasos 

sanguíneos/linfáticos, fibras nervosas, células e fibras do tecido conjuntivo, além das células 

de Leydig que possuem função esteroidogênica. A produção de andrógenos (testosterona e 

principalmente 11-cetotestosterona) é importante para a diferenciação sexual, o 

desenvolvimento das características sexuais secundárias e comportamento sexual, e para a 

regulação da espermatogênese (Weltzien et al., 2004, Schulz et al., 2010). O compartimento 

tubular é constituído pela túnica própria, epitélio seminífero e lume tubular.  A túnica 

própria reveste o túbulo externamente, sendo composta de células peritubulares mióides e 

membrana basal. No epitélio seminífero são encontradas dois grupos distintos de células, as 

células de Sertoli (células somáticas) e as células germinativas que irão formar os 

espermatozóides após passarem por processo bastante complexo e altamente organizado – 

a espermatogênese (Billard, 1990; Koulish et al., 2002). As células somáticas são os 

elementos chave para a função normal do testículo (Le Gac & Loir, 1999), sendo a célula de 

Sertoli considerada como a mais importante para o desenvolvimento das células 

germinativas (Russell & Griswold, 1993; Schulz et al., 2010).  

De acordo com o arranjo do compartimento germinativo, os testículos de peixes 

ósseos, de maneira geral, podem ser classificados em duas categorias: testículo tubular 

anastomosado e testículo lobular (Parenti & Grier, 2004). O testículo tubular anastomosado 

possui compartimento germinativo formado por alças e túbulos ramificados que se 

interconectam da periferia até o ducto testicular principal. Esse tipo de testículo é 

encontrado em de grupos de teleósteos menos derivados (“grupos basais” segundo Grier, 

1993) como, por exemplo nos Cypriniformes, Characiformes, Siluriformes e Salmoniformes. 

No testículo lobular, o compartimento germinativo apresenta formato digitiforme 

terminando em fundo cego na periferia dorso-lateral do testículo. Esse tipo de testículo é 

encontrado em teleósteos derivados e essa característica é, possivelmente, uma 

sinapomorfia dos Neoteleósteos (subdivisão de Euteleostei). Quanto à distribuição de 

espermatogônias, os testículos lobulares podem ainda ser classificados em restritos e 

irrestritos. Nos testículos lobulares restritos (distribuição espermatogonial restrita), as 

regiões distais do compartimento germinativo, próximas a túnica albugínea, são ocupadas 

por espermatogônias indiferenciadas circundadas por células de Sertoli mais imaturas. Esse 
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tipo de testículo é característico de teleósteos mais derivados como das ordens 

Atheriniformes, Cyprinodonteformes e Beloniformes (Parenti & Grier, 2004). Os testículos 

lobulares irrestritos (distribuição espermatogonial irrestrita) apresentam espermatogônias 

distribuídas ao longo do compartimento germinativo por toda extensão do órgão. Esse 

último padrão de distribuição espermatogonial é considerado mais primitivo, sendo 

encontrado em grupos taxonômicos menos relacionados como em Percopsiformes, 

Ophidiiformes e Perciformes (Parenti & Grier, 2004; Nóbrega, 2006; Schulz et al., 2010). 

 Conforme mencionado, em tilápias-nilóticas os túbulos seminíferos apresentam 

arranjo radial, onde cada túbulo tem a extremidade distal em fundo cego, voltada para a 

periferia do testículo, e a extremidade proximal, terminando nos dúctulos eferentes 

localizados ventralmente (Silva, 1987). De acordo com essas características, Parenti & Grier 

(2004) qualificaram os testículos das tilápias como lobulares irrestritos. Entretanto, um 

padrão de distribuição espermatogonial intermediário entre restrito e irrestrito parece 

ocorrer no testículo desta espécie. Assim, em tillápias-nilóticas as espermatogônias 

indiferenciadas apresentam localização preferencial, mas não exclusiva no compartimento 

tubular. Apesar de serem observadas ao longo de todo o túbulo seminífero, células de 

Sertoli imaturas e espermatogônias indiferenciadas concentram-se na extremidade distal 

dos túbulos seminíferos, próximo à túnica albugínea (Silva, 1987; Vilela et al., 2003; Schulz et 

al., 2005). Esse padrão de distribuição espermatogonial também já foi relatado em 

Pleuronectiformes, Solea senegalensis (Garcia-Lopes et al., 2005) e Gadiformes, Gadus 

morhua (Almeida et al., 2008). 

 

1.4-  A ESPERMATOGÊNESE 

 

O processo espermatogênico é um evento cíclico, altamente organizado e 

coordenado, no qual as espermatogônias diplóides se dividem e se diferenciam para formar 

espermatozóides maduros. Baseado em características morfofuncionais, este processo pode 

ser dividido em três fases: (a) fase proliferativa ou espermatogonial, caracterizada pela auto-

renovação das espermatogônias-tronco e proliferação espermatogonial, com a divisão 

mitótica das espermatogônias comprometidas com a espermatogênese; (b) fase meiótica ou 

espermatocitária, na qual o material genético é duplicado, recombinado e segregado, fase 

esta importante para a diversidade genética entre membros de uma espécie; e (c) fase de 
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diferenciação ou espermiogênica, em que as espermátides passam por transformações 

morfogenéticas, que culminam na formação dos espermatozóides (Russell et al., 1990; 

Sharpe, 1994; Eddy, 1999). Após essas etapas ocorre ainda a espermiação, na qual os 

espermatozóides são liberados para o lúmen do túbulo seminífero, e a maturação 

espermática, onde o gameta, morfologicamente preparado, torna-se funcionalmente apto 

para fertilizar o ovócito (Schulz & Miura, 2002; Miura & Miura, 2003; Schulz, 2003; Weltzien 

et al., 2004).  

A base do processo espermatogênico é a espermatogônia-tronco, a qual, por 

definição funcional, tem potencial para se auto-renovar e também para originar 

espermatogônias diferenciadas comprometidas com a formação dos espermatozóides (De 

Rooij & Russell, 2000; De Rooij, 2001 e 2006a,b; Ehmcke et al., 2006a; Yan, 2006). Assim, o 

balanço adequado entre a auto-renovação e a diferenciação das espermatogônias-tronco é 

essencial para garantir a continuidade e a homeostase do processo espermatogênico 

durante toda vida reprodutiva do macho. 

 

1.4.1 - Espermatogênese em Mamíferos 

 

Pelo fato da espermatogênese em mamíferos ser melhor investigada do que em 

peixes, fazemos aqui, inicialmente, uma descrição deste processo nestes vertebrados. 

Comparado com outros sistemas bem conhecidos de autorrenovação do corpo, a 

espermatogênese é considerada como um dos que apresenta maior número de divisões 

celulares durante o seu desenvolvimento. Em várias espécies de mamíferos investigadas 

neste aspecto, tais como ratos, camundongos, hamster, ovino e suíno, uma espermatogônia-

tronco passa por aproximadamente 10 divisões celulares antes de se tornar espermatócito, 

o qual sofre ainda duas divisões meióticas. Assim, teoricamente, uma espermatogônia-

tronco é capaz de formar até 4096 espermatozóides em ratos por exemplo (França & 

Russell, 1998; de Rooij & Russell, 2000). O esquema a seguir ilustra a presumível seqüência 

de desenvolvimento das células espermatogênicas no rato e no camundongo (De Rooij, 

2001), desde a espermatogônia isolada (Ais) considerada como espermatogônia-tronco, até a 

formação de espermátides: Ais (isolada)  Apr (pareada)  Aal (alinhada, com várias 

gerações)  A1  A2  A3  A4  In  B  espermatócitos primários  espermatócitos 

secundários  espermátides. As espermatogônias A do tipo isolada, pareada e alinhada são 
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funcionalmente consideradas espermatogônias indiferenciadas, enquanto as do tipo A1-4, 

intermediária (In) e do tipo B são diferenciadas. Apesar de este conceito estar sendo 

atualmente desafiado (Nakagawa et al., 2007), em termos morfológicos, no testículo de 

mamíferos, as espermatogônias-tronco são caracterizadas como as únicas espermatogônias 

sem pontes intercelulares (De Rooij & Russell, 2000) e, por isso, denominadas isoladas. 

Também merece ser mencionado que a última geração de espermatogônia do tipo A 

alinhada se diferencia em espermatogônia do tipo A1, não sofrendo, portanto, divisão 

mitótica. 

Em mamíferos já foi demonstrado que as espermatogônias indiferenciadas (dentre elas 

encontra-se a espermatogônia-tronco) possuem localização preferencial (nicho) nos túbulos 

seminíferos (Chiarini-Garcia et al., 2001 e 2003). Por definição, nicho é o microambiente que 

fornece fatores e estímulos necessários para a auto-renovação e a retenção do estado 

indiferenciado das células-tronco, e geralmente é composto por três elementos: 1) células 

de suporte; 2) células-tronco; e 3) matriz extracelular adjacente (Spradling et al., 2001; Fuchs 

et al., 2004; Smith, 2006). Nos testículos dos mamíferos, o nicho é formado pelas 

espermatogônias-tronco, a membrana basal na qual estas espermatogônias estão apoiadas, 

e as células de Sertoli adjacentes, cuja interação física e parácrina com as espermatogônias 

têm se mostrado importante para a decisão do destino das mesmas (de Rooij et al., 2008; 

Kostereva & Hofmann, 2008; Oatley & Brinster, 2008; Chu et al., 2009). As células 

peritubulares mióides, que juntamente com as células de Sertoli, contribuem para a 

formação da membrana basal, podem também participar funcionalmente da constituição do 

nicho. No entanto, não existem ainda evidências de tal participação. 

A exata localização dos nichos espermatogoniais, bem como os fatores envolvidos na 

manutenção, auto-renovação e diferenciação das espermatogônias-tronco têm sido alvos de 

recentes pesquisas. Em roedores (camundongos, ratos e hamsteres), por exemplo, já foi 

demonstrado que as espermatogônias indiferenciadas estão preferencialmente distribuídas 

em regiões do túbulo seminífero adjacentes ao compartimento intersticial, onde se 

localizam as células de Leydig (Chiarini-Garcia et al., 2001; 2003; Nascimento et al., 2009). 

Talvez, não por coincidência, diminuição acentuada dos níveis intratesticulares de 

testosterona promovem maior eficiência do transplante de espermatogônias (Dobrinski et 

al., 2001). Enquanto níveis elevados deste andrógeno suprimem a diferenciação de 

espermatogônias mais imaturas (Meistrich & Shetty, 2003). Neste contexto, estudo mais 
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recente demonstrou que esta localização preferencial dos nichos de espermatogônias-

tronco está relacionada com a distribuição dos vasos sangüíneos (Yoshida et al., 2007). 

O número de células-tronco espermatogoniais no testículo adulto é pequeno, com 

estimativas variando de 3.000 a 25.000 em camundongos (Nagano 2003; Meistrich e van 

Beek, 1993; Tegelenbosch e de Rooij 1993) e 830.000 em ratos e (Orwig et al. 2002,b). Isto 

levou à investigação de marcadores específicos e características funcionais para 

identificação das espermatogônias-tronco em roedores. Até o presente momento, diversos 

marcadores (positivos ou negativos) têm sido utilizados com a finalidade de se enriquecer 

suspensões de células testiculares com espermatogônias. Dentre estes podem ser citados 

integrinas 1
+ e 6

+, integrina v
-, CD9+, CD24+, Thy-1+, c-kit-, MHC-I-, Stra 8, Ep-CAM+, EE2+ 

(Shinohara et al.,  1999; Kubota et al.,  2003; Dobrinski, 2005a; Khaira et al., 2005; McLean, 

2005). No entanto, marcadores específicos para este tipo celular ainda não foram 

elucidados.  

Da mesma forma, apesar dos mecanismos de regulação da manutenção, auto-

renovação e diferenciação das espermatogônias-tronco não terem sido ainda bem 

esclarecidos, sabe-se que alguns fatores desempenham um papel crucial no estabelecimento 

e/ou na manutenção do estado indiferenciado das espermatogônias-tronco no testículo. São 

eles: GDNF (glial cell-line derived neurotrophic factor) e seu complexo de receptores GFRα1 e 

c-RET, os fatores de transcrição ERM (ETV5) e Plzf (promyelocitic leukemia zinc finger), FGF-2 

(fator de crescimento fibroblástico 2) e seu receptor FGFR2, o TAF4b (complexo da RNA 

polimerase), Activina A, BMP4 (proteína morfogênica óssea 4),  Sohlh1, Sox3 e Neurog3. 

(McLean 2005; Chen et al., 2005; De Rooij, 2006b; Yan, 2006; Hess et al., 2006; Cooke et al., 

2006; He et al., 2007,2008; Hofmann, 2008; Lucas et al., 2009).  

 

1.4.2 - Espermatogênese em Teleósteos 

 

Nos peixes a espermatogênese ocorre no interior de estruturas denominadas 

espermatocistos, ou cistos espermatogênicos, que se formam quando uma espermatogônia 

primária ou do tipo A é completamente envolvida pelos prolongamentos das células de 

Sertoli (ver Figura 1 abaixo) (Grier, 1993; Pudney, 1993; 1995). Unidas entre si por 

complexos juncionais especializados, as células de Sertoli dos teleósteos delimitam física e 

funcionalmente um clone de células germinativas no mesmo estágio de desenvolvimento 
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(Batlouni et al., 2008a). Desta forma, à semelhança de outros vertebrados, as células de 

Sertoli fornecem às células germinativas suporte físico (sustentação) e fatores importantes 

para a sobrevivência, proliferação e diferenciação das mesmas, estando ainda envolvida na 

intermediação hormonal (FSH e andrógenos), fagocitose de restos celulares (corpos 

residuais) e com a secreção do fluido testicular (Schulz & Miura, 2002; Weltzien et al, 2004; 

Cupp & Skinner, 2005). As células de Sertoli que delimitam os cistos espermatogênicos se 

apóiam na túnica própria, que é constituída pela membrana basal (camada acelular) e pelas 

células peritubulares mióides que possuem capacidade contrátil (Billard, 1982, Le Gac & Loir, 

1999, Pudney, 1995). Portanto, diferentemente dos mamíferos, em peixes as células 

germinativas não estão em contato direto com a membrana basal (Billard, 1984; Schulz et 

al., 2010). 

 

 

 

                                                                                                                                                                                                                                                    

 

 

 

 

 

 

 

Exceto pelo arranjo cístico, no qual as células germinativas se desenvolvem de forma 

sincronizada, provavelmente devido à presença de pontes intercelulares (Russell et al., 1990; 

Grier, 1993; Koulish et al., 2002), o processo espermatogênico de teleósteos assemelha-se 

muito ao de mamíferos. Durante a fase proliferativa ou espermatogonial, a espermatogônia 

primária ou do tipo A se divide e origina espermatogônias secundárias ou do tipo B que, 

depois de um número espécie-específico de divisões mitóticas, diferenciam-se em 

espermatócitos primários, iniciando a fase meiótica ou espermatocitária. Após a primeira 

divisão meiótica formam-se os espermatócitos secundários que num curto intervalo de 

tempo originam as espermátides haplóides através da segunda divisão meiótica. Em seguida 

ocorre a fase espermiogênica ou de diferenciação na qual as espermátides se transformam 

* 
* 

* 

 
 
Figura 1. Ilustração do arranjo cístico do epitélio 
seminífero dos peixes teleósteos. As células 
germinativas (SGA, SGB, SC) desenvolvem-se de forma 
sincrônica devido à presença de pontes citoplasmáticas 
(cabeças de setas). A espermatogênese ocorre no 
interior dos cistos, que são formados quando uma 
espermatogônia isolada (SGA) é envolvida pelos 
prolongamentos (asteriscos) das células de Sertoli (SE). 
Ao final do processo, os espermatozóides (SZ) atingem o 
lúmen do túbulo seminífero (L) através da espermiação 
(abertura dos cistos) (seta). GC: compartimento tubular, 
BL: membrana basal, MY: células peritubulares mióides, 
IC: compartimento intertubular, LE: células de Leydig, 
BV: vaso sanguíneo. Adaptado de Nóbrega et al., 2009. 
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em espermatozóides. Estes últimos, após abertura das junções entre as células de Sertoli, 

atingem o lúmen dos túbulos seminíferos, evento esse denominado de espermiação (Silva, 

1987; Miura, 1999; Le Gac & Loir, 1999; Schulz & Miura, 2002; Schulz, 2003).  

Usualmente, a disposição da cromatina nuclear e o tamanho do núcleo, aliado ao 

número de células germinativas por cisto, são parâmetros utilizados como referências para 

se distinguirem os diferentes tipos espermatogoniais (tipo A e tipo B) (Matta et al., 2002; 

Vilela et al., 2003; Leal et al., 2009). As espermatogônias primárias são as maiores células da 

linhagem germinativa nas espécies de teleósteos (Schulz e Miura, 2002), apresentando um 

núcleo grande e claro, com pouca heterocromatina, contendo um ou dois nucléolos bastante 

evidentes (Miura, 1999). Em tilápias-nilóticas, apresentam um diâmetro nuclear médio de 

10µm (Vilela, 2003). Após sucessivas divisões, a partir da espermatogônia primária, o 

número de espermatogônias secundárias por cisto aumenta geometricamente, enquanto o 

diâmetro nuclear das mesmas sofre gradual redução (Billard, 1969; Turner, 1919; Vaupel, 

1929, Vilela et al., 2003). Os dados disponíveis na literatura mostram que o número de 

gerações espermatogoniais em teleósteos varia de 4-6 no zebrafish (Danio rerio; Ewing, 

1972; Leal et al. 2009) a 14 no guppy (Poecilia reticulata; Billard, 1969); valores 

intermediários para o número de gerações de espermatogônias são observados em outras 

espécies de teleósteos (Le Gac & Loir, 1999; Miura, 1999; Ando et al., 2000). Em tilápias-

nilóticas, a partir do número de células por cisto e do diâmetro nuclear/volume celular, foi 

verificada a existência de pelo menos oito gerações espermatogoniais. Uma geração de 

espermatogônia primária e sete diferentes gerações de espermatogônias secundárias ou do 

tipo B. (Vilela, et al., 2003; Schulz et al., 2005). 

Diferentemente de mamíferos, a duração total do processo espermatogênico nos 

peixes é normalmente mais rápida (Silva, 1987; Koulish et al., 2002; Vilela et al., 2003; 

Cardoso, 2007) e influenciada pela temperatura. Por exemplo, a duração conjunta das fases 

meiótica e espermiogênica é de aproximadamente 5-6 dias à 35 oC e de 10-11 dias à 25 oC 

em tilápias (O. niloticus) (Vilela et al., 2003; Lacerda et al., 2006). Além disso, estudos 

morfométricos em testículos tilápias têm demonstrado que a espermatogênese dos peixes é 

mais eficiente que a dos mamíferos já investigados. A maior eficiência da espermatogênese 

em arranjo cístico provavelmente ocorre devido a maior disponibilidade de fatores 

produzidos pelas células de Sertoli e ao menor número de apoptoses das células 

germinativas, resultando em maior capacidade de suporte (eficiência) das células de Sertoli. 
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Em tilápias e zebrafish, uma célula de Sertoli suporta aproximadamente 100 espermátides, 

número este em média cerca de 10 vezes superior ao da maioria dos mamíferos estudados 

(Matta et al., 2002; Vilela et al., 2003; Schulz et al., 2005; Cardoso, 2007). 

Outro aspecto peculiar da função testicular em peixes é a proliferação das células de 

Sertoli. Nos mamíferos, é considerado que a proliferação destas células ocorre somente no 

período fetal e pré-pubere, sendo, portanto o fator determinante na produção espermática 

nos animais sexualmente maduros, uma vez que cada célula de Sertoli suporta um número 

relativamente constante e espécie-específico de células germinativas (França & Russell, 

1998; França & Chiarini-Garcia, 2005). Por apresentar crescimento contínuo na fase adulta, 

em peixes teleósteos sexualmente maduros a proliferação das células de Sertoli foi 

reportada em tilápias (O. niloticus) (Schulz et al., 2005), bagres africanos (Clarias gariepinus) 

(Schulz et al., 2005), zebrafish (D. rerio) (Leal et al., 2009) e no bacalhau (G. morhua) 

(Almeida et al., 2008). Nesses animais, a divisão das células de Sertoli ocorre principalmente 

quando as mesmas estão associadas com espermatogônias, de forma a garantir número 

adequado destas células somáticas para suportar o desenvolvimento das células 

germinativas durante a espermatogênese (Nóbrega et al., 2009). Portanto, a cada período 

reprodutivo dos teleósteos, a proliferação das células de Sertoli provavelmente é o fator 

primário responsável pelo aumento do testículo e da produção espermática (Schulz et al., 

2005) sendo também controlada por fatores ambientais como a temperatura (Alvarenga, 

2008).  

 À semelhança dos mamíferos, pouco se sabe a respeito das espermatogônias-tronco 

de peixes. Da mesma forma, características morfo-funcionais e/ou moleculares do nicho 

espermatogonial no testículo de teleósteos ainda não são conhecidas. Alguns autores 

consideram que as espermatogônias primárias ou do tipo A são as espermatogônias-tronco 

(Miura, 1999; Schulz & Miura, 2002). Nos peixes, estas espermatogônias apresentam as 

seguintes características morfológicas: núcleo volumoso contendo cromatina finamente 

granular, um ou dois nucléolos, e citoplasma com grande quantidade de “nuages”, que é um 

material elétron-denso, presumivelmente formado por ribonucleoproteínas e mRNAs de 

longa duração, como por exemplo mRNA de vasa ou piwi (genes específicos de células da 

linhagem germinativa) (Miura, 1999; Quagio-Grassiotto & Carvalho, 1999; Schulz & Miura, 

2002). Recentemente, através de análises em microscopia eletrônica, foi sugerida a 

existência de duas subpopulações de espermatogônias A indiferenciadas em tilápias-
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nilóticas. O primeiro tipo de espermatogônias A indiferenciadas é frequentemente 

encontrado próximo a túnica albugínea, apresenta grande quantidade de “nuages”, pouca 

heterocromatina, envelope nuclear convoluto e são consideradas células mais 

imaturas/indiferenciadas. O segundo tipo pode ser encontrado um pouco mais distante da 

túnica albugínea, possui o envoltório nuclear mais regular, quantidade reduzida de “nuages” 

e mais heterocromatina (Schulz et al., 2010). Uma condição similar parece acontecer no 

testículo de zebrafish (D. rerio) embora não exista uma localização específica para os dois 

tipos de espermatogônias A indiferenciadas observados nessa espécie (Leal et al., 2009; 

Schulz et al., 2010). Embora marcadores moleculares específicos para espermatogônias-

tronco em peixes ainda não sejam conhecidos, um primeiro candidato tenha foi 

recentemente proposto. Estudos combinando animais vasa-GFP transgênicos e técnica de 

microarray indicaram que o receptor transmembrana Notch1 seria uma molécula 

característica de espermatogônias A indiferenciadas em truta arco-íris (Oncorhynchus 

mykiss) (Yano et al., 2008 a e b).  

Com exceção de alguns dados ainda incipientes disponíveis para a enguia japonesa 

(Anguilla japonica) (Miura et al., 2002; Miura et al., 2003; Miura & Miura, 2003; Miura et al., 

2006), praticamente não existem estudos a respeito da regulação da auto-renovação e 

diferenciação das espermatogônias-tronco em peixes. Conforme mostra a Figura 2 a seguir, 

na enguia japonesa dois fatores são considerados como fortes candidatos para a regulação 

da auto-renovação e diferenciação dessas células 1) o PD-ECGF, fator de crescimento de 

célula endotelial derivado de plaqueta, também conhecido como eSRS34 (eel 

Spermatogenesis Related Substance 34) ou “fator de renovação das espermatogônias-

tronco”; e 2) o AMH que é o hormônio anti-Mülleriano, também conhecido como eSRS21 

(eel Spermatogenesis Related Substance 21) ou “substância inibidora da espermatogênese”. 

Sob a influência do estradiol-17β (E2), secretado pelas células de Leydig, as células de Sertoli 

produzem o PD-ECGF, que estimula a renovação das espermatogônias-tronco. No entanto, 

quando se adiciona anticorpo específico anti-PD-ECGF à co-cultura de células de 

Sertoli/células germinativas, a auto-renovação das espermatogônias-tronco induzida pelo E2 

é bloqueada (Miura et al., 2003). Outros experimentos mostram que o hormônio anti-

Mülleriano (AMH), produzido pelas células de Sertoli, é responsável pela inibição da 

diferenciação espermatogonial e pelo bloqueio da proliferação das espermatogônias do tipo 

B como também mostrado na figura 2 (Miura et al., 2002; Miura et al., 2006). A expressão 
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deste hormônio é reprimida pela 11-cetotestosterona (11-KT), que em peixes é o principal 

andrógeno sintetizado pelas células de Leydig. Outros fatores como o IGF-I (fator de 

crescimento semelhante à insulina 1) e a activina B (ver Figura 2) parecem também intervir 

na diferenciação e proliferação espermatogonial. Na enguia japonesa, por exemplo, sob 

influência da 11-KT as células de Sertoli produzem a activina B que estimula a proliferação 

das espermatogônias B, porém sem iniciar a meiose. Já o IGF-I que induz a síntese de DNA 

nas espermatogônias de truta arco-íris (O. mykiss), permite a continuidade da 

espermatogênese induzida pela 11-KT na enguia japonesa (Miura & Miura, 2003). Em tilápias 

(O. niloticus), estudos in vitro têm demonstrado que o IGF e/ou o hCG (gonadotrofina 

coriônica humana) promovem a mitose espermatogonial e o início da meiose na presença de 

11-KT (Tokalov & Gutzeit, 2005). Portanto, em síntese, os dados disponíveis para a enguia 

japonesa mostram que a auto-renovação e diferenciação das espermatogônias-tronco nos 

peixes parecem ocorrer em função do balanço adequado de fatores. 

 

 

Figura 2. Esta figura mostra a distribuição 
das principais vias e fatores envolvidos na 
auto-renovação e diferenciação das 
espermatogônias-tronco nos peixes. SPGA = 
espermatogônia do tipo A; SPGB = 
espermatogônia do tipo B; E2 = estradiol-
17β; PD-ECGF = fator de crescimento de 
célula endotelial derivado de plaqueta;      
11-KT = 11-cetotestosterona; AMH = 
hormônio anti-Mülleriano; IGF-I = fator de 
crescimento semelhante à insulina do tipo I; 

→ = sinal estimulatório; ┴ = sinal inibitório. 

Modificado de Miura & Miura, 2003.  
 

 
 

 

1.5- TRANSPLANTE DE ESPERMATOGÔNIAS 

 

O transplante de espermatogônias é uma fascinante abordagem experimental que 

consiste na remoção de células tronco do testículo de um animal doador e a transferência 

das mesmas para o testículo de um receptor infértil, onde estas células irão se desenvolver e 

formar espermatozóides maduros com características genéticas do doador (ver Figura 3 

abaixo). Esta nova e promissora metodologia foi desenvolvida em camundongos por Brinster 

SELF-RENEWAL Differentiation/Proliferation 
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e colaboradores (Brinster & Avarbock, 1994; Brinster & Zimmermann, 1994) e tem se 

tornado uma valiosa abordagem para se investigar a biologia da espermatogônia tronco no 

testículo, bem como caracterizar os nichos espermatogoniais e verificar os efeitos da 

manipulação in vitro na função das espermatogônias-tronco (Orwig & Schlatt, 2005; McLean, 

2005). O transplante de espermatogônias também tem proporcionado enormes avanços no 

estudo da espermatogênese em si, das interações entre células de Sertoli e células 

germinativas, além de pesquisas em potencial na área de produção animal, preservação de 

espécies ameaçadas de extinção, medicina reprodutiva e produção de animais transgênicos 

(McLean, 2005; Orwig & Schlatt, 2005; Hill & Dobrinski, 2006; Dobrinski, 2006 e 2008; 

Kanatsu-Shinohara et al., 2008). 

                                                                                                                                                                                           

Figura 3. Principais fases do transplante de 

espermatogônias em camundongos. Retirado 

de Kubota & Brinster (2006). A = testículo do 

animal transgênico que expressa o gene da β-

galactosidase de Escherichia coli (lacZ); B = 

suspensão de células germinativas obtidas 

através de digestão enzimática; C = transplante 

das células germinativas através dos túbulos 

seminíferos (1), rete testis (2), e dúctulos 

eferentes (3); D = testículo transplantado com 

células germinativas do doador; E = 

cruzamento do animal transplantado com 

fêmea normal; F = progênie do receptor 

portando características genéticas do 

camundongo doador transgênico.  
 

 

Um avanço muito importante propiciado por esta técnica foi o sucesso na produção 

de gametas xenogênico a partir do transplantes interespecíficos de espermatogônias-tronco 

de rato para camundongo e de hamster para camundongo (Clouthier et al., 1996; Ogawa et 

al., 1999). Nesta situação de transplante interespecíficos (xenogênico), os camundongos 

receptores eram mutantes imunodeficientes como o nude mice (sem linfócitos T) ou 

camundongos SCID (severe combined immune deficiency - sem linfócitos B e T). A produção 

de espermatozóides de camundongos nos testículos de ratos também foi demonstrada após 

o transplante de espermatogônias (Ogawa et al. 1999; Zhang et al. 2003). Nesse sentido, 

além de roedores, células germinativas de coelhos, cães, gatos, animais domésticos de 

grande porte (suínos, bovinos, eqüinos) e primatas (babuíno, macaco rhesus, e humanos) 
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foram também transplantadas para testículos de camundongos imunodeficientes. No 

entanto, embora diferentes graus de colonização tenham ocorrido, espermatogênese além 

da fase espermatogonial não foi observada (Dobrinski et al., 1999; Dobrinski et al., 2000; 

Reis et al., 2000; Nagano et al., 2001b; Nagano et al., 2002b; Kim et al. 2006). Acredita-se 

que o êxito do transplante esteja diretamente relacionado com o grau de proximidade 

filogenética das espécies durante a evolução e não com uma possível incompatibilidade 

imunológica, uma vez que o compartimento adluminal dos túbulos seminíferos, e mesmo o 

testículo como um todo, é considerado um ambiente imunoprivilegiado (Bart et al., 2002; 

Nasr et al., 2005). Sabe-se que a barreira formada pelas junções de oclusão das células de 

Sertoli protege as células espermatogênicas após a ocorrência da meiose. Esta implicação foi 

corroborada em estudos avaliando-se camundongos que apresentavam deleção genética 

para as proteínas de junção de oclusão celular, como ocludinas (Saitou et al., 2000), 

claudinas 11 (Gow et al., 1999) e claudinas 5 (Morrow et al., 2009), os quais mostravam 

túbulos seminíferos formados somente por células de Sertoli. A barreira de célula de Sertoli 

ou barreira hemato-testicular foi tema de recente revisão (Lui & Cheng, 2007). Entretanto, 

conforme é conhecido, as espermatogônias transplantadas localizam-se no compartimento 

basal, próximo à membrana basal, sem a proteção da barreira formada pela célula de Sertoli. 

Dessa forma, o CD95 (Fas ligante), sintetizado pela célula de Sertoli, foi inicialmente sugerido 

como principal fator promotor da imunoproteção observada no testículo (Bellgrau et al., 

1995), uma vez que provoca apoptose em linfócitos T. No entanto, estudos mais recentes 

tem mostrado que o ambiente imunoprivilegiado observado no testículo é multifatorial, 

envolvendo também a atuação de andrógenos na modulação da resposta imune (Fijak & 

Meinhardt 2006).  

A menor eficiência do transplante entre hamsteres e camundongos (divergem em ~16 

milhões de anos), comparado com o transplante entre ratos e camundongos que são 

espécies consideradas mais próximas evolutivamente (10-11 milhões de anos) (Catzefliz et 

al., 1993; Clouthier et al., 1996; Ogawa et al., 1999), provavelmente ilustra a influência da 

filogenia no sucesso do transplante. Provavelmente, esta limitação ocorra devido à falhas ou 

incompatibilidade na associação estrutural e interações funcionais entre as células de Sertoli 

do animal receptor e as células germinativas transplantadas (Khaira et al., 2005). Esta 

incompatibilidade entre as células germinativas do doador e o microambiente testicular 
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receptor pôde ser minimizada através do co-transplante de células germinativas e células de 

Sertoli (Shinohara et al., 2003).  

Em outra vertente, o sucesso do transplante de células germinativas criopreservadas 

(Avarbock et al., 1996; Kanatsu-Shinohara et al., 2003; Wang et al., 2008) e cultivadas 

(Brinster & Nagano, 1998; Nagano et al., 1998) foram também avanços bastante 

importantes conseguidos através desta técnica. Pois, diferentemente do congelamento de 

sêmen onde uma quantidade finita de células é preservada, o congelamento e o 

armazenamento de células germinativas permitem preservar indefinidamente as linhagens 

de células espermatogênicas de espécies em extinção, animais experimentais valiosos ou 

animais de alto valor zootécnico. Outro aspecto muito importante a ser considerado é que o 

congelamento de espermatogônias preserva todo o potencial genético do macho, ao 

possibilitar que após o transplante essas células continuem replicando e sofrendo 

recombinação gênica (crossing-over) durante a meiose garantindo assim, a variabilidade 

genética (Dobrinski, 2005a). Num contexto bem amplo, as espermatogônias tronco podem 

ser consideradas ‘imortais’ (Avarbock et al., 1996). Esta técnica também tem sido utilizada 

para restaurar a espermatogênese em camundongos mutantes naturalmente inférteis 

(Ogawa et al., 2000; Ohta et al., 2000; Shinohara et al., 2003). Mesmo com este enorme 

potencial de utilização, deve ser ressaltado que a eficiência do transplante é ainda 

relativamente baixa, merecendo, dessa forma, ser investigada mais acuradamente (Griswold 

et al., 2001; Aponte et al., 2005; McLean, 2005; Ehmcke et al., 2006b). 

Recentemente, vários estudos obtiveram sucesso no transplante singênico de 

animais de grande porte com interesse zootécnico, como caprinos (Honaramooz et al., 

2003a e 2003b), ovinos (Rodriguez-Sosa et al., 2006 e 2009), bovinos (Izadyar et al., 2003; 

Herrid et al., 2006) e suínos (Mikkola et al., 2006). Além disso, o transplante singênico tem 

sido aplicável em macacos (Schlatt et al., 2002; Hermann et al., 2007) que em tese são 

modelos experimentais para humanos e também em felinos (Campo-Silva, 2009). Nestes 

experimentos, as células germinativas doadoras foram marcadas antes do transplante para o 

acompanhamento do desenvolvimento das mesmas no testículo receptor através da 

utilização do corante fluorescente PKH26GL (Red Fluorescent Cell Linker) (Honaramooz et al., 

2003a; Herrid et al., 2006); do CFDA-SE (Carboxy Fluorescein Diacetate Succinyl Diester) 

(Herrid et al., 2006, Rodriguez-Sosa et al., 2006); da lectina DBA (Dolichos biflorus agglutinin) 

(Izadyar et al., 2003) e do BrdU (Bromodeoxiuridina) (Schlatt et al., 2002). Outros estudos 
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utilizaram ainda animais transgênicos (Honaramooz et al., 2003a) ou animais que 

apresentavam defeito na espermatogênese como modelo receptor (Mikkola et al., 2006). 

Diferentemente dos transplantes de células germinativas realizados em roedores, nos quais 

se utilizaram doadores e receptores geneticamente idênticos ou imunodeficientes no caso 

dos xenotransplantes, em mamíferos de grande porte os transplantes foram realizados com 

sucesso em animais imunocompetentes e geneticamente diferentes. Conforme 

anteriormente mencionado, o testículo é considerado um local imuno-privilegiado, 

entretanto não está claro por que o transplante de células germinativas entre animais 

antigenicamente distintos e imunocompetentes é possível em espécies de animais 

domésticos, mas não em roedores. 

Antes de serem transplantadas, o isolamento das células germinativas é realizado 

através de modificação do procedimento relatado originalmente por Bellvé et al. (1977), no 

qual o testículo do animal doador é dissociado utilizando-se protocolo de digestão 

enzimática dupla (tripsina e colagenase). Após lavagem em meio de cultura rotineiro, as 

células espermatogênicas são ressuspendidas e diluídas em concentrações desejadas, sendo 

as mesmas transplantadas diretamente nos túbulos seminíferos através de micropipetas 

(~50 µm de diâmetro) (Brinster & Avarbock, 1994; Brinster & Zimmermann, 1994; Clouthier 

et al., 1996). Em trabalhos posteriores, estas células foram também injetadas na rete testis e 

nos dúctulos eferentes (Ogawa et al., 1997). Em animais de grande porte, foi demonstrado 

que a melhor via de transplante é através da rete testis (guiada por ultrasonografia) ou 

através da rede extratesticular, localizada entre a rede intratesticular e os dúctulos eferentes 

(Schlat et al., 1999; Honaramooz et al., 2002a, 2003a, b; Rodriguez-Sosa et al., 2006). Com a 

finalidade de se monitorar a viabilidade das células germinativas e o percentual de túbulos 

seminíferos preenchidos com a suspensão celular, o corante vital azul de tripan é 

normalmente utilizado (Honaramooz et al., 2002a, Ogawa et al., 1997). 

O microambiente testicular dos animais receptores tem um papel crucial na dinâmica 

e na eficiência da colonização e desenvolvimento das células germinativas transplantadas. 

Embora as células germinativas de animais doadores sejam capazes de colonizar o testículo 

de um animal receptor normal, a eficiência do transplante depende do sucesso na 

competição entre células germinativas transplantadas e células germinativas endógenas por 

nichos disponíveis nos túbulos seminíferos (Shinohara et al., 2001, 2002).  O receptor ideal 

para o transplante de espermatogônias é o testículo cujos túbulos seminíferos não 
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apresentem espermatogênese endógena, mas contenham células de Sertoli normais, pois 

este aspecto garante a acessibilidade dos nichos às células germinativas dos doadores 

(Brinster et al, 2003). Assim, por apresentarem células de Sertoli completamente 

diferenciadas e normais, (Kurohmaru et al., 1992), os camundongos mutantes W/Wv 

constituem excelente modelo experimental para serem utilizados como receptores. Esses 

animais apresentam deficiência nos receptores tirosina kinase c-kit. Como o complexo 

receptor c-kit/SCF é essencial para a proliferação e diferenciação das espermatogônias (De 

Rooij & Russel, 2000) além de estar associado à migração e proliferação das células 

germinativas primordiais durante a embriogênese (Mintz & Russell, 1957), os camundongos 

W/Wv possuem poucas ou nenhuma célula germinativa no epitélio seminífero. Outro 

modelo experimental também utilizado como receptor é o camundongo mutante jsd 

(juvenile spermatogonial depletion) (Boettger-Tong et al., 2000) já que essa mutação resulta 

na produção de uma única onda espermatogênica seguida de falha na repopulação do 

testículo pelas espermatogônias tronco. Da mesma forma, o camundongo homozigoto 

mutante Luxoid (lu/lu), nos quais ocorre a perda da capacidade de autorenovação das 

células tronco (controlado pelos genes Plzf), e que possui células de Sertoli normais, 

apresenta-se como outro receptor viável para transplantes (Buaas et al. 2004). 

Animais com espermatogênese completa podem também ser empregados como 

receptores no transplante. No entanto, antes do transplante, estes animais devem ter sua 

espermatogênese endógena depletada. Assim, com este objetivo, os mesmos são tratados 

com a droga quimioterápica busulfan (1,4-dimetanosulfonoxibutano) (Brinster & Avarbock, 

1994; Brinster & Zimmermann, 1994; Ogawa et al., 1999; Brinster et al., 2003; Moisan et al., 

2003; Honaramooz et al., 2005;) ou com irradiação (van den Aardweeg et al., 1983; 

Shuttlesworth et al., 2000; Creemers et al., 2002, Giuli et al., 2002; Schalatt et al., 2002; 

Izadyar et al., 2003; Honaramooz et al., 2005; Oatley et al., 2005; Kim et al., 2006). Os efeitos 

citotóxicos do busulfan se devem, principalmente, a promoção de ligações cruzadas no DNA 

através da transferência de radicais alquil aos nucleotídeos, levando, assim, à morte celular 

em tecidos com alto índice de proliferação, a exemplo do epitélio dos túbulos seminíferos. A 

dosagem de busulfan efetiva para destruir as células espermatogênicas é muito variada nas 

diferentes espécies, ou mesmo linhagens, e o tratamento pode ser letal devido ao seu efeito 

supressor na função da medula óssea (Ogawa et al., 1999; Brinster et al., 2003; Campos-

Silva, 2009). A administração de busulfan durante o período fetal (in utero) tem sido utilizada 
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como alternativa para suprimir a espermatogênese endógena em animais domésticos de 

forma mais eficiente e com menos efeitos adversos (Honaramooz et al., 2005). Mesmo 

quando o tratamento com busulfan é eficaz, nem todas as espermatogônias tronco são 

destruídas nos testículos receptores (Bucci & Meistrich, 1987). Desta forma, a depleção 

induzida pelo busulfan é reversível, uma vez que, parte da espermatogênese endógena pode 

ainda persistir ou mesmo se recuperar após o tratamento. Outra maneira de promover a 

depleção das células germinativas é a utilização da irradiação local dos testículos (Izadyar et 

al. 2003; Honaramooz et al. 2005; Oatley et al. 2005; Kim et al., 2006 e 2008). O efeito 

citotóxico das radiações ionizantes assim como o busulfan se deve aos danos causados as 

moléculas de DNA. O índice de depleção pode alcançar 99% (Creemers et al., 2002). 

Entretanto, esta irradiação, quando aplicada em todo o corpo do animal, compromete todos 

os sistemas autorrenováveis, semelhante às drogas quimioterápicas. Dessa forma, estudos 

mais recentes têm irradiado somente a região do testículo, mantendo-se assim a integridade 

física e funcional dos demais sistemas autorrenováveis. Conforme mostrado em vários 

trabalhos, um maior índice de depleção nas células germinativas foi obtido quando o 

testículo foi submetido à irradiação fracionada (duas doses) (de Ruiter-Bootsma et al. 1977; 

van Der Meer et al. 1993; Creemers et al., 2002; Campos-Silva,2009). 

Várias estratégias abordando tanto o doador quanto o receptor têm sido empregadas 

visando melhorar a eficiência do transplante. Dentre estas podem ser citadas a utilização de 

drogas que diminuem a concentração intratesticular de testosterona no doador (Dobrinski et 

al., 2001) ou a associação de tratamentos hormonais (estradiol e leuprolide) com o busulfan 

(Ogawa et al., 1998; Ogawa et al., 1999; Vecino et al., 2001) melhorando assim as condições 

do microambiente testicular receptor. A maior eficiência da técnica de transplante de células 

germinativas requer a obtenção de populações celulares enriquecidas em espermatogônias-

tronco. Pois, dentre as diversas células do processo espermatogênico que podem ser 

transplantadas nos túbulos seminíferos, e eventualmente formarem espermatozóides, 

apenas as espermatogônias-tronco tem a capacidade de se auto-renovarem e de formarem 

continuamente células germinativas mais maduras (Brinster & Zimmermann, 1994; Brinster 

& Avarbock, 1994). Metodologias empregando o criptorquidismo experimental e seleção de 

espermatogônias imaturas, com o objetivo de aumentar o número de células tronco a serem 

transplantadas (Shinohara et al., 2000; Shinohara & Brinster, 2000), e a utilização de 

doadores e receptores mais jovens (Shinohara et al., 2000; Honaramooz et al., 2002a), 
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também têm sido utilizadas. Ainda nesse sentido, McLean e colaboradores (2002) 

demonstraram que a utilização de camundongos doadores deficientes em vitamina A ou 

aqueles cujos testículos sofreram hipertermia (43o C por 15 minutos), resultou em maior 

eficiência do transplante. Da mesma forma, o fracionamento e a seleção das células 

germinativas, através de gradiente de densidade utilizando Percoll, resultou em maior 

eficiência do transplante quantificada através do maior número de colônias e áreas com 

células espermatogênicas encontradas no receptor, algumas semanas após o transplante 

(Koh et al., 2004). 

Pelo fato de as espermatogônias tronco, inicialmente, se auto-renovarem por cerca 

de dez a quinze dias após o transplante (Parreira et al., 1998; Nagano et al., 1999; Ohta et 

al., 2000), a partir de dois meses após o transplante é possível identificar em camundongos 

as células espermatogênicas (espermátides) originadas da espermatogônia-tronco dos 

doadores (Parreira et al., 1998). Esta identificação pode ser feita através de transgenes 

marcadores que persistem por várias gerações sucessivas como, por exemplo, o LacZ da β-

galactosidase que se cora em azul através de técnicas específicas (X-gal) para detecção desta 

enzima (Brinster & Avarbock, 1994), o gfp que codifica a proteína fluorescente verde (GFP, 

green fluorecent protein) (Ohta et al., 2000), ou ainda, pela utilização de outros modelos 

transgênicos Ngn3/CreERTM, CAG-CAT-Z, CAG-CAT-EGFP (Araki et al., 1995; Kawamoto et 

al., 2000; Yoshida et al., 2004 e 2007). Além destes marcadores, as células germinativas, 

principalmente espermátides e espermatozóides de espécies diferentes, podem também ser 

prontamente distinguidas no epitélio seminífero e epidídimo do receptor através de 

características morfológicas específicas, tais como, a forma e o grau de condensação da 

cabeça da espermátide, e o posicionamento das organelas dentro das células (Russell et al., 

1996; França & Russell, 2000). Quando não há disponibilidade de modelos animais 

transgênicos ou não é possível utilizar marcadores morfológicos, como já citado, em alguns 

estudos, o corante fluorescente lipofílico PKH26GL tem sido usado como alternativa para 

acompanhar o desenvolvimento das células transplantadas (Honaramooz et al., 2002a; 

Honaramooz et al., 2003a; Herrid et al., 2006; Lacerda et al., 2006 e 2008). Este marcador é 

constituído de moléculas de cadeia alifáticas longas conjugadas ao fluorocromo TRITC 

(isotiocianato de tetrametilrodamina) que se intercalam na bicamada lipídica da membrana 

celular. Assim, ao se ligar de forma estável as regiões lipídicas da membrana celular, o PKH26 

permite, através da emissão de luz de cor vermelha, a identificação em microscópio de 
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fluorescência das células injetadas dentro do testículo receptor por um período 

relativamente longo.  

Dentre inúmeras outras possibilidades o transplante de células germinativas pode ser 

utilizado para se investigar a função testicular. Um exemplo bastante ilustrativo da 

aplicabilidade do transplante de espermatogônias, para responder importantes aspectos 

funcionais sobre o processo espermatogênico e seus mecanismos de regulação, foi o 

experimento mostrando que o genótipo da própria célula germinativa é responsável pela 

determinação da duração da espermatogênese (França et al., 1998). Conforme é sabido na 

literatura, esta duração é rigidamente estabelecida para cada espécie (França & Russell, 

1998). Assim, as células somáticas, particularmente a célula de Sertoli, não influenciam o 

ritmo de desenvolvimento das células germinativas. Esta importante descoberta serve como 

paradigma para outros sistemas de auto-renovação do corpo (Weglarz & Sandgren, 2000). 

Ainda ilustrando a aplicabilidade do transplante de células germinativas em estudos 

funcionais, a formação de espermatozóides férteis em camundongos normais, a partir do 

transplante de células germinativas de camundongos knockout para receptor de estrógeno 

do tipo  (Mahato et al., 2000) e receptores de andrógenos (Johnston et al., 2001), mostrou 

que estes receptores não são necessários para o desenvolvimento do processo 

espermatogênico. Em outra abordagem bastante interessante, foi demonstrado que o 

transplante de espermatogônias de camundongo doador infértil (Sl/SI), devido à ausência do 

ligante para c-kit (Stem Cell Factor) produzido pelas células de Sertoli, resultou no 

desenvolvimento do processo espermatogênico em camundongos receptores também 

inférteis (W/W) (Ogawa et al., 2000). Vários outros aspectos importantes para a função 

testicular têm sido investigados nos últimos anos (Dobrinski, 2005a e b; Khaira et al., 2005; 

McLean, 2005). Merece ser ressaltado que, através da utilização da técnica de transplante 

de espermatogônias tronco isoladas de camundongos com leucemia, a fertilidade foi 

restaurada, sem induzir a leucemia, após os camundongos terem sofrido tratamento 

quimioterápico (Fujita et al., 2005). Portanto, estes estudos ilustram com bastante 

veemência a aplicabilidade desta fascinante metodologia.   

 

1.6- TRANSPLANTE DE ESPERMATOGÔNIAS EM PEIXES 
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Na mesma linha dos estudos desenvolvidos em mamíferos por Brinster e 

colaboradores, o transplante de espermatogônias foi também desenvolvido com sucesso no 

Laboratório de Biologia Celular do ICB/UFMG em peixes teleósteos, a partir de estudos feitos 

por Lacerda e colaboradores (2006). Essa metodologia, inédita para esse grupo de 

vertebrados, foi padronizada e estabelecida utilizando-se a tilápia-nilótica como modelo 

experimental. Desta forma, monstrou-se que espermatogônias transplantadas diretamente 

nos testículos de tilápias adultas são capazes de sobreviver, colonizar e proliferar nos 

túbulos seminíferos receptores (ver Figura 4 abaixo).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 

 
Figura 4. Diagrama ilustrativo das principais etapas do transplante de espermatogônias em tilápias-nilótica (O. 
niloticus), conforme estudos desenvolvidos por Lacerda e colaboradores (2006). Resumidamente, as etapas do 
transplante na tilápia consistem na remoção dos testículos dos doadores (a, b), os quais são fragmentados e 
submetidos à digestão enzimática (c) para se obter a suspensão celular. Esta suspensão é centrifugada em gradiente 
de percoll (d) e, em seguida, submetida a um plaqueamento diferencial (e) com a finalidade de se obter um pool de 
espermatogônias. Por se ligar de forma duradoura na membrana citoplasmática, o corante fluorescente PKH26 é 
utilizado como marcador das espermatogônias (f) a serem transplantadas. A via de transplante é através da papila 
urogenital (g) dos receptores que tiveram sua espermatogênese endógena suprimida com busulfan + temperatura de 
35oC (h). Cada tilápia recebeu uma injeção de suspensão celular contendo cerca de 107 espermatogônias por mL. 
Para se avaliar a presença das células marcadas com PKH26, as tilápias transplantadas foram sacrificadas em 
diversos intervalos de tempo pós-transplante. Algumas semanas após o transplante, cistos espermatogênicos 
marcados foram observados (i). 
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Takeuchi e colaboradores (2003) reportaram uma técnica para o transplante de 

células germinativas primordiais (PGCs, células precursoras dos gonócitos que originam 

oogônias e espermatogônias) em trutas arco-íris (O. mykiss). Neste estudo, PGCs de trutas 

GFP transgênicas foram isoladas e transplantadas dentro da cavidade celomática de larvas 

recém eclodidas da mesma espécie. A verificação posterior de células GFP positivas nas 

gônadas dos receptores indicou que as PGCs dos doadores migraram para as gônadas dos 

peixes receptores, proliferaram e se diferenciaram em espermatogônia ou ovogônia, 

dependendo do sexo genético do indivíduo receptor. Além disso, quando ovos de trutas 

foram inseminados com o ejaculado de machos transplantados, embriões apresentando 

genótipo do doador (carreando o gene gfp) foram produzidos com sucesso. Trabalhos 

seguintes demonstraram o êxito do transplante xenogênico de PGCs entre truta arco-íris e 

salmão masu (Oncorhynchus masou) (Takeuchi et al., 2004). Em estudos mais recentes, foi 

observada a produção de ovócitos a partir de espermatogônias provenientes de trutas arco-

íris adultas transplantadas na cavidade celomática de larvas da mesma espécie. 

Demonstrando assim, a grande plasticidade e bipotencialidade que espermatogônias 

apresentam mesmo após os machos terem atingido a maturidade sexual (Okutsu et al., 

2006a).  

A produção de trutas arco-íris viáveis a partir do transplante de PGCs criopreservadas 

também foi obtida (Kobayashi et al., 2006). Dando continuidade a esta linha de pesquisa, 

foram geradas trutas a partir do transplante de PGCs na cavidade celomática de larvas de 

salmões triplóides que, naturalmente apresentam raras células germinativas endógenas em 

suas gônadas e, por isso são inférteis (Okutsu et al., 2007). Para ampliar ainda mais este 

cenário, um sistema in vitro que permite a expansão do número de espermatogônias do tipo 

A, antes das mesmas serem transplantadas, foi recentemente estabelecido para truta arco-

íris (Shikina et al., 2008). Ainda Majhi e colaboradores (2009) utilizando-se procedimento 

cirúrgico para transplantar espermatogônias de peixe-rei (pejerey, Odontesthes bonariensis) 

diretamente nos testículos de peixe-rei patagônicos (Patagonian pejerey, O. hatcheri) 

também verificaram, vários meses após o transplante, a produção de gametas xenogênicos 

(Maihi et al.,2009). 

Em outra vertente, Saito e colaboradores (2008) evidenciaram que PGCs de zebrafish 

(D. rerio), quando microinjetadas em blástulas de danio pérola (D. albolineatus), são capazes 

de se incorporar ao embrião, dando origem a quimeras que produzem espermatozóides 
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funcionais com características genéticas do doador. Estendendo este estudo, os mesmos 

pesquisadores demonstraram que PGCs isoladas de goldfish (Carassius auratus) e dojô 

(Misgurnus anguillicaudatus) são também capazes de se diferenciar em espermatozóides 

quando transplantadas em zebrafish no estágio de blástula. 

Recentemente, o primeiro sistema de transplante singênico de espermatogônias em 

teleósteo marinho foi desenvolvido (Takeushi et al., 2009). Assim, empregando-se a técnica 

já estabelecida em salmonídeos para o transplante intraperitoneal de células germinativas 

em larvas recém eclodidas, foi demonstrado a incorporação de espermatogônias de 

roncadeira-japonesa (nibe croaker, Nibea mitsukurii) nos testículos dos peixes receptores. 

Porém, nessa investigação foi evidenciado que as espermatogônias exógenas são somente 

capazes de colonizar os testículos quando transplantadas num período curto do 

desenvolvimento das larvas receptoras (4-6 mm de comprimento). Em estudo subsequente 

investigou-se a viabilidade de cavalas-pacíficas (chub mackerel, Scomber japonicus), como 

modelo receptor do transplante xenogênico de espermatogônias. Dessa forma, células 

germinativas de roncadeira-japonesa (N. mitsukurii) foram microinjetadas na cavidade 

celomática de larvas de chub mackerel. As avaliações realizadas mostraram que o 

microambiente somático das gônadas receptoras é capaz de suportar a colonização, 

sobrevivência e proliferação das células germinativas exógenas transplantadas (Yazawa et 

al., 2010).  

 

1.7- Perspectivas do transplante de espermatogônias 

 

A partir do que foi mencionado anteriormente pode ser inferido que o futuro da 

técnica de transplante de espermatogônias é bastante promissor. Por exemplo, a 

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

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

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

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

espermatogônias tronco para espécies filogeneticamente próximas. Alternativamente, estas 

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

germinativa esteja disponível.  
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A técnica do transplante de espermatogônias tem também propiciado novas 

possibilidades para a manipulação genética de células germinativas. Particularmente, como 

essa metodologia permite a produção de progênie carreando genes provenientes de células 

germinativas isoladas do doador, a mesma tem se tornado uma tecnologia alternativa em 

contraposição à modificação de células-tronco-embrionárias para gerar de animais 

transgênicos e Knockouts (Hamra et al., 2002; Orwig et al., 2002a). Neste contexto, Nagano e 

colaboradores (2001b) foram capazes de produzir camundongos transgênicos através da 

transdução retroviral de células-tronco germinativas transplantadas. Ratos transgênicos 

também foram produzidos através de transfecção lentiviral, retroviral e por vírus adeno-

associado recombinante de espermatogônias, seguida do transplante (Hamra et al., 2002; 

Orwig et al., 2002a; Kanatsu-Shinohara et al., 2008). Além disso, essa abordagem vem se 

estendendo a um grande número de animais de interesse econômico. O uso de vetor viral 

adeno-associado para transferência de genes e produção de células germinativas 

transgênicas de suínos tem sido também demonstrado (Honaramooz et al., 2003c). 

Juntamente com a recombinação homóloga das células germinativas (Guillaudeux et al., 

2000; Celebi et al., 2002), esta rota de engenharia genética além de ser mais simples e 

barata, tem enorme potencial de uso em animais que ainda não possuem a tecnologia de 

modificação das células tronco embrionárias desenvolvida, disponível ou eficiente. 

Especialmente agora que, com o advento da fertilização in vitro (FIV) e injeção 

intracitoplasmática de espermatozóides (ICSI), menor número de espermatozóides é 

requerido para que a gestação ocorra. Além disso, recentemente alguns autores têm 

injetado espermátide arredondada no ovócito e obtido progênie fértil (Haigo et al., 2004; 

Ohta et al., 2009; Kanatsu-Shinohara, 2006).  

 Pelo fato de muitas das causas de infertilidade humana não serem tratáveis, o 

transplante de espermatogônias também irá beneficiar bastante a reprodução em indivíduos 

desta espécie. Outro potencial uso clínico desta técnica para o homem é o transplante de 

células germinativas em pacientes cuja espermatogênese endógena foi eliminada ou 

danificada através de tratamento quimio ou radioterápico. A retirada e o congelamento de 

células-tronco para serem transplantadas no testículo do mesmo indivíduo, após o 

tratamento, é uma possibilidade a ser considerada, principalmente se esse indivíduo for 

jovem e ainda incapaz de produz espermatozóides para serem criopreservados.  
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Ampliando ainda mais estas perspectivas e contrapondo o limite filogenético do 

transplante em mamíferos, o enxerto de fragmentos testiculares de algumas espécies de 

mamíferos (camundongo, suíno, caprino, macaco rhesus) sob a pele de camundongos nude 

mice castrados, tem sido desenvolvido como alternativa ao transplante de células 

germinativas isoladas (Honaramooz et al., 2002b; Schlatt et al., 2003; Honaramooz et al., 

2004; Dobrinski, 2005a e b). Nestes estudos a produção de espermatozóides normais e 

viáveis foi demonstrada. A sobrevivência e maturação de fragmentos de testículo de cavalos 

imaturos ou criptorquídicos enxertados em camundongos imunodeficientes também foram 

demonstradas (Turner et al., 2005; Rathi et al., 2006). Em conjunto, estes resultados indicam 

que os mecanismos de regulação da espermatogênese em mamíferos estão bastante 

conservados durante a evolução. Portanto, a técnica de transplante de fragmentos de 

testículos também apresenta enormes possibilidades de aplicação na biologia da reprodução 

de mamíferos (Dobrinski, 2005a; Dobrinski, 2007; Rodriguez-Sosa & Dobrinski, 2009) 

podendo ser citadas, por exemplo, o desenvolvimento de estudos envolvendo a função 

testicular; investigação dos efeitos de drogas, toxinas e contraceptivos na espermatogênese; 

estudo da regulação hormonal da espermatogênese e do desenvolvimento das células 

germinativas; introdução de vetores virais e não virais com a finalidade de se investigar a 

regulação genética da espermatogênese; a produção de espermatozóides transgênicos que 

podem ser utilizados na produção in vitro de embriões; conservação do plasma germinal de 

espécies ameaçadas de extinção e de animais com alto potencial zootécnico; e a produção 

de espermatozóides de animais clonados, mutantes e transgênicos apresentando alterações 

letais que causam morte ao nascimento. Neste último caso, mostrando a real aplicabilidade 

desta nova metodologia, trabalho recente mostrou que é possível gerar progênie normal a 

partir de injeção intracitoplasmática de espermatozóides obtidos do transplante de 

fragmentos de testículos de camundongos clonados que morreram logo após o nascimento 

(Ohta & Wakayama, 2005). 

Particularmente em teleósteos, a utilização de transplante singênico (intra-

específico) ou xenogênico (interespecífico) de espermatogônias tronco está criando um 

cenário totalmente novo e promissor na área de biotecnologia e produção em aqüicultura. 

Possibilitando, ainda, a preservação de espécies em perigo de extinção e estudos 

envolvendo a biologia da reprodução e os mecanismos de regulação da gametogênese nesta 
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importante classe de vertebrados (Lacerda et al., 2006; Okutsu et al., 2006b; Schulz et al., 

2010; Yazawa et al., 2010).  
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2 – JUSTIFICATIVA E OBJETIVOS 
 

 

Conforme já mencionado, até o presente momento, o transplante de 

espermatogônias é a única abordagem experimental funcional disponível para se investigar a 

biologia das espermatogônias-tronco. Além disso, esta técnica tem sido largamente utilizada 

na última década em mamíferos, com a finalidade de se estudar a espermatogênese em si, 

as interações entre células de Sertoli e células germinativas, apresentando ainda alto 

potencial para pesquisas no campo da agropecuária, preservação de espécies ameaçadas de 

extinção e de animais valiosos do ponto de vista zootécnico, medicina reprodutiva, produção 

de animais transgênicos, dentre outras. Em peixes teleósteos, esta técnica foi desenvolvida 

recentemente, utilizando-se a tilápia-nilótica como modelo experimental. Assim, todas as 

abordagens necessárias para o transplante de espermatogônias em machos sexualmente 

maduros foram padronizadas (Lacerda et al., 2006). Nestes estudos, os peixes receptores 

tiveram inicialmente sua espermatogênese endógena suprimida com tratamento com 

busulfan associado à temperatura de 35oC. Posteriormente, testículos de tilápias adultas 

foram digeridos com enzimas específicas (colagenase, tripsina e DNAse). As células obtidas 

após a digestão foram centrifugadas em gradiente de Percoll, de onde se obteve um pool de 

espermatogônias que foram marcadas com o corante fluorescente PKH26. Estas células 

foram injetadas em machos adultos de tilápia, através do ducto espermático comum que se 

abre na papila urogenital, utilizando-se técnica especificamente desenvolvida para tal 

finalidade. Os peixes analisados 15 minutos e 14 horas pós-transplante apresentavam células 

transplantadas marcadas com PKH26, tanto no ducto espermático como no lume dos 

túbulos seminíferos (Lacerda et al., 2006). Estes resultados inéditos obtidos, com a utilização 

de protocolos inteiramente padronizados no Laboratório de Biologia Celular do ICB/UFMG, 

mostraram que células germinativas podem ser transplantadas com sucesso diretamente 

nos testículo de peixes adultos. Desta forma, dando continuidade a esse estudo pioneiro, o 

presente trabalho tem como principais objetivos investigar: 

a) A possibilidade de otimização dos protocolos de seleção de espermatogônias 

iniciais e marcação destas células com o corante PKH26; 
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b) a presença de cistos espermatogênicos exógenos marcados com PKH26, no 

período de uma a nove semanas após o transplante singênico de espermatogônias , através 

de microscopia de fluorescência; 

c) a funcionalidade dos espermatozóides produzidos a partir de espermatogônias dos 

doadores, através do cruzamento de machos de tilápias transplantados com fêmeas 

selvagens e caracterização molecular da progênie por meio de DNA microsatélite; 

d) a viabilidade das tilápias-nilóticas como modelo receptor para o transplante 

xenogênico de espermatogônias de outra espécie de teleósteo de importância econômica 

(Tucunaré, Cichla monoculus); 

e) a viabilidade das tilápias-nilóticas como modelo receptor para o transplante de 

células germinativas provenientes de espécies de vertebrados pertencentes a diferentes 

classes (Rã-touro, Lithobates catesbeianus e Rato, Rattus novergicus); 

f) a viabilidade do transplante de espermatogônias singênico em tilápias, após estas 

células terem sido criopreservadas; 

g) a expressão de possíveis marcadores moleculares de espermatogônias-tronco (e.g. 

receptor Notch1) nos testículos de tilápias-nilóticas adultas através de imunohistoquímica.  
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3 – MATERIAIS E MÉTODOS 

 

3.1- ANIMAIS 

 

 As tilápias-nilóticas da variedade tailandesa ou chitralada (O. niloticus) utilizadas no 

presente trabalho foram cedidas pela Estação de Aqüicultura Geneforte, Pedro Leopoldo, 

MG e pelo Laboratório de Aquacultura da Escola de Veterinária da UFMG (Laqua). Estes 

animais, trazidos para o laboratório, jovens e sexualmente maduros, foram mantidos em 

aquários plásticos contendo 250 litros de água, à temperatura de 25oC, sob fotoperíodo de 

12-14 horas diárias e alimentados ad libitum com ração comercial para peixes. Como 

procedimentos auxiliares na manutenção da qualidade da água, aeradores e filtros 

biológicos foram utilizados. As tilápias da variedade Ceará (genericamente chamadas de 

tilápias vermelhas), os tucunarés (Cichla monoclus) e as rãs-touro (Lithobates catesbeiana) 

aqui utilizados, também jovens sexualmente maduros foram provenientes de criatórios 

comerciais. Neste estudo, também foram utilizados ratos Wistar sexualmente imaturos (9-10 

dias de idade) procedentes do biotério do ICB/UFMG. Já os ratos Wistar transgênicos, 

expressando EGFP (enhanced green fluorescent protein) sob o controle do promotor da 

ubiquitina-C humana, usados no presente trabalho, foram cedidos pelo professor Alfredo 

Miranda de Góes (Departamento de Bioquímica e Imunologia - ICB/UFMG) e procedentes do 

“The Rat Resource and Research Center”, Missouri, EUA. 

 Antes de se iniciar qualquer etapa desse estudo que requeria manipulação efetiva 

dos animais, os mesmos foram previamente anestesiados, utilizando-se de protocolo 

adequado. Desta forma, as rãs e os ratos foram anestesiados com pentobarbital sódico (50 

mg/Kg) e os peixes com quinaldina (Merck & Co.), dissolvida em água na proporção de 

0,5ml/L, por aproximadamente 5 minutos. Todos os experimentos desenvolvidos no 

presente estudo foram conduzidos de acordo com protocolos aprovados pelo Comitê de 

Ética em Experimentação Animal da UFMG (CETEA/UFMG; protocolo nº 071/05). 

 

3.2 - DEPLEÇÃO DA ESPERMATOGÊNESE ENDÓGENA DOS ANIMAIS RECEPTORES 
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O protocolo utilizado para promover a depleção da espermatogênese endógena de 

tilápias adultas foi baseado em estudos previamente desenvolvidos no Laboratório de 

Biologia Celular (Silva et al., 2004; Lacerda et. al, 2006). Desta forma, todas as tilápias 

machos receptores sexualmente maduros, mantidos à temperatura de 35oC, foram tratados 

com duas injeções (18 mg/kg/peso corporal e 15mg/kg/peso corporal), por via 

intracelomática, da droga quimioterápica busulfan (Sigma, MO, USA), com intervalo de duas 

semanas entre as mesmas.  

Merece ser ressaltado que após o período de adaptação, de cerca de três semanas, a 

temperatura da água da caixa dos animais receptores foi aumentada gradativamente, com a 

utilização de aquecedores e termostatos, durante uma semana, até atingir 35°C. As tilápias 

foram mantidas nesta temperatura por aproximadamente uma semana antes de receber o 

tratamento com busulfan. Por ser uma substância hidrofóbica, antes de ser injetado o 

busulfan foi diluído inicialmente em dimetil sulfóxido (DMSO, Merck & Co.) e, 

posteriormente, em água destilada sob agitação constante a 35°C. 

 

3.3 - OBTENÇÃO DAS CÉLULAS GERMINATIVAS DOS ANIMAIS DOADORES 

 

     3.3.1 - Dissociação enzimática dos testículos de tilápias, tucunarés e rãs. 

Após serem anestesiadas e em seguida sacrificadas, as tilápias (variedade chitralada 

n= 38; variedade Ceará n=15), rãs (n= 12) e tucunarés (n= 4) foram pesados e aspergidos em 

álcool a 70%, com a finalidade de facilitar a realização dos procedimentos necessários em 

condições mais assépticas. Assim, os testículos foram coletados cuidadosamente em capela 

de fluxo laminar e lavados em solução salina balanceada de Hanks (HBSS: NaCl 0,137M; KCl 

5,4mM;  Na2HPO4 0,25mM;  KH2PO4 0,44mM; NaHCO3 4,2mM; C6H12O6 5,5mM) contendo 

0,1% (v/v) de penicilina/estreptomicina (10000U.I./10mg/mL, Sigma). Estes testículos foram 

pesados, cortados em pequenos fragmentos (~2mm3) e lavados por várias vezes (até cinco 

vezes) em HBSS, a fim de se retirar o eventual excesso de sêmen e sangue. A seguir, 

preparou-se uma solução de colagenase (Tipo IA, Sigma) em meio de cultura Dulbecco 

Modified Eagle medium/Ham F-12 medium 1:1 (DMEM/F12 Gibco, Grand Island, NY) na 

concentração 2mg/mL, onde os fragmentos foram imersos e incubados sob leve agitação por 

1 hora à 25oC. Posteriormente, adicionou-se 20µg/mL de DNAse I (Sigma) para diminuir a 

viscosidade do meio e facilitar a dispersão das células que foram incubadas por mais 3 horas, 
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sob leve agitação. Alguns pequenos fragmentos testiculares que ainda eram observados 

após a incubação foram dissociados mecanicamente com auxílio de uma pipeta (~1mm de 

diâmetro). Subseqüentemente, a suspensão foi centrifugada por 5 minutos a 100g. O 

sobrenadante foi descartado e o pellet ressuspendido em solução de Tripsina-EDTA a 0,25% 

(Sigma). Após 30 minutos sob leve agitação, a ação da tripsina foi interrompida pela adição 

de 10% (v/v) de Soro Fetal Bovino (SFB- Gibco). DNase I (20µg/mL) foi novamente adicionada 

à suspensão celular facilitando assim o processo de filtragem da mesma que foi realizado em 

peneira (Sigma) com poros de aproximadamente 60µm. O filtrado assim obtido foi 

centrifugado por 10 minutos à 100g. Após retirada cuidadosa do sobrenadante, as células 

foram ressuspendidas em DMEM/F12 suplementado com 0,75% (p/v) de Albumina de Soro 

Bovino (BSA, Sigma). 

 

       3.3.2 - Dissociação enzimática dos testículos de ratos 

As células germinativas de ratos foram isoladas seguindo-se protocolo descrito por 

Zhang e colaboradores (2003) com modificações. Assim, após serem anestesiados, os ratos 

wistar (n= 20) e os ratos transgênicos GFP (n=4) foram pesados e aspergidos em álcool a 70% 

mais iodo. Os testículos foram coletados cuidadosamente e lavados em HBSS adicionado 

com 0,1% de antibiótico. Estes testículos foram pesados, descapsulados e lavados várias 

vezes em HBSS. A seguir, os testículos foram imersos em solução de colagenase (2mg/mL de 

DMEM/F12) e incubados sob leve agitação (70 agitações por minuto), durante de 20 minutos 

à 35oC. Após esse procedimento, o material foi deixado em repouso no gelo e o 

sobrenadante, contendo células do interstício, foi descartado e o material lavado 

posteriormente em HBSS. Os túbulos seminíferos foram colocados num segundo meio de 

digestão contendo colagenase e hialuronidase (ambos 2mg/mL de DMEM/F12 pH 7,3), ao 

qual foi adicionado 50 g/mL de DNAse I (Sigma) para facilitar a dispersão dos túbulos que 

foram incubadas por 30 minutos, sob leve agitação à 35oC. Após esse período, os túbulos 

seminíferos foram deixados em repouso por 2 minutos e o sobrenadante descartado, sendo 

o material lavado novamente em HBSS, deixado em repouso no gelo e o sobrenadante 

descartado. Este procedimento teve como finalidade retirar todas as células intersticiais, 

permanecendo no meio somente os túbulos seminíferos com as células peritubulares 

mióides. Em seguida, estes túbulos foram incubados em tripsina-EDTA (0,25%) por 15 

minutos no agitador, na temperatura de 35oC, tendo sido adicionado 100 g/mL de DNAse à 
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solução para facilitar a dispersão das células. Após esse período, a ação da tripsina foi 

interrompida pela adição de 10% (v/v) de SFB. Nesta etapa, foi efetuada agitação mecânica, 

com o auxílio de pipeta para efetivar a separação das células, sendo adicionado 20 g/mL de 

DNAse para desfazer grandes agregados celulares. Em seguida, a solução celular foi filtrada 

em peneira (Sigma) com poros de aproximadamente 60µm. O filtrado assim obtido foi 

centrifugado por 10 minutos à 100g. Depois da retirada cuidadosa do sobrenadante, as 

células foram ressuspendidas em DMEM/F12-BSA (0,75%) sendo este procedimento 

repetido. 

 

3.3.3 - Separação por gradiente de Percoll, plaqueamento diferencial por adesão e 

seleção das células germinativas 

Portanto, no presente trabalho, as células obtidas a partir da dissociação e digestão 

enzimática dos testículos foram fracionadas, através de gradiente descontínuo de densidade 

utilizando-se Percoll (Sigma), com o objetivo de se obter maior concentração de 

espermatogônias na suspensão a ser transplantada. Os procedimentos de separação, 

seleção e avaliação das células germinativas foram similares para todas as espécies doadoras 

utilizadas. 

Seguindo as normas do fabricante, antes de ser utilizado, a osmolaridade do Percoll 

foi ajustada adicionando-se uma parte do diluente presente no kit comercial para cada nove 

(1:9) de Percoll, solução esta denominada Percoll 100%. A partir desta solução e utilizando-

se DMEM/F12-BSA foram preparadas quatro diferentes concentrações para preparação do 

gradiente a ser utilizado; Percoll 10%, 25%, 30% e 40%. Estas soluções em diferentes 

concentrações foram cuidadosamente e seqüencialmente (de 40% para 10%) colocadas num 

tubo cônico (Falcon 15ml). Finalmente, a suspensão de células foi depositada no topo da 

coluna de Percoll, e centrifugada por 30 minutos (800g) a 25oC. Devido à diferença de 

densidade, com este procedimento as células concentram-se nas diferentes interfaces das 

soluções de Percoll, formando bandas visíveis, nas quais as células alvo de nosso interesse 

(espermatogônias imaturas) podem ser visualizadas em microscópio e selecionadas pelo seu 

maior tamanho. Com base em características morfológicas das células, as duas bandas 

superiores formadas foram selecionadas para o transplante por apresentarem maior 

concentração de espermatogônias conforme protocolos previamente padronizados (Lacerda 

et al., 2006). 
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 Após as células serem coletadas e lavadas, as mesmas foram colocadas em meio de 

cultura DMEM/F12 suplementado com 10% de SFB e cultivadas por 12 horas, procedimento 

este denominado de plaqueamento diferencial por adesão. Segundo a literatura (Luo et al., 

2006; Shikina et al., 2008), após esse curto tempo de cultivo, as células somáticas tem a 

capacidade de  se aderirem à placa de cultura enquanto as células germinativas 

permanecem suspensas no sobrenadante, ou fracamente aderidas às células somáticas. 

Dessa forma, as células selecionadas foram quantificadas em câmara de Neubauer e 

distribuídas em placas de cultivo (100 x 20 mm) na concentração de 107 por placa e mantidas 

em cultura a 25oC (células de tilápias, tucunaré e rãs) ou 35oC (células de rato) em 5% de 

CO2, por aproximadamente 12-15 horas. Após esse período, as placas contendo as células 

foram analisadas com o auxílio de microscópio de luz invertido. O sobrenadante contendo as 

células livres foi coletado e as células frouxamente aderidas às células somáticas foram 

desprendidas utilizando-se solução de tripsina a 0,25%/EDTA em DPBS (Dulbecco's PBS sem 

cálcio e magnésio) na diluição de 1:10. À medida que as células se soltavam era adicionado 

SFB para neutralizar a ação da tripsina e as células eram coletadas. Na seqüência, as células 

foram contadas e a viabilidade das mesmas foi verificada através do método de exclusão por 

azul de tripan. 

 

3.4 – MARCAÇÃO DAS CÉLULAS GERMINATIVAS DOS DOADORES 

 

Após o transplante, para que as células germinativas dos doadores possam ser 

identificadas e investigadas nos túbulos seminíferos dos testículos dos animais receptores, é 

necessário que as mesmas sejam reconhecidas de maneira inequívoca. Conforme já 

comentado, características morfológicas peculiares dos espermatozóides, o LacZ, a proteína 

fluorescente verde (GFP) e o PKH26 são os marcadores mais utilizados para se monitorar a 

presença de células germinativas transplantadas. No caso específico do presente trabalho, 

pelo fato da marcação celular permanecer mesmo após as células terem sofrido sucessivas 

divisões, o corante fluorescente PKH26GL (Red Fluorescent Cell Linker - Sigma) foi por nós 

considerado o marcador mais conveniente. Com exceção das células germinativas isoladas 

dos testículos das tilápias vermelhas, ratos transgênicos GFP e de ratos wistar, todos os 

outros grupos de animais utilizados como doadores tiveram as células germinativas 

marcadas com PKH26. 



Materiais e Métodos 

34 
 

Com o objetivo de se otimizar o protocolo de marcação das células germinativas de 

tilápias-nilóticas com PKH26 (previamente padronizado na concentração de 16µM, Lacerda, 

2006), a viabilidade das células selecionadas e marcadas com três novas concentrações 

(13µM, 18µM e 26µM) foi avaliada através do corante vital azul de tripan nos períodos 

imediatamente após a marcação celular, ou seja, 12, 24 e 48 horas em cultura após esta 

marcação. Foi utilizado um total de 107células para cada concentração. Para verificar a 

intensidade de fluorescência e o total de células marcadas com a concentração mais viável 

obtida no experimento acima, alíquotas de células não marcadas e marcadas com PKH26 

foram quantificadas em citômetro de fluxo FACScan, (Becton Dickinson) logo após a 

marcação, com aquisição de 20.000 eventos por amostra através do detector de 

fluorescência FL2.  

Para a marcação das células germinativas isoladas de rãs e tucunarés utilizou-se a 

mesma concentração de PKH26 padronizada para o transplante singênico em tilápias-

nilóticas. Assim, as células selecionadas foram lavadas novamente em DMEM/F12 (sem soro 

ou BSA) por 10 minutos a 400g. O sobrenadante foi retirado cuidadosamente de forma que 

uma quantidade mínima de meio de cultura permanecesse sobre o pellet. Em seguida, as 

células germinativas selecionadas foram quantificadas. Para cada dez milhões (107) de 

células foi acrescentado 1mL do Diluente C (solução aquosa iso-osmótica livre de Ca2+ ou 

outros sais fisiológicos, Sigma) onde o pellet foi ressuspendido até a sua completa dispersão. 

Em seguida, preparou-se o mesmo volume de solução corante diluindo-se a solução estoque 

de PKH26 (1mM em etanol, Sigma) em Diluente C. A solução corante foi adicionada 

rapidamente à suspensão celular de forma homogênea e sob leve agitação. Esta mistura, 

assim obtida, foi incubada a temperatura ambiente por 10 minutos. A reação foi 

interrompida após 10 minutos através da adição de volume igual de SFB, por 1 minuto. Em 

seguida, adicionou-se a esta suspensão volume igual de DMEM/F12-BSA. Logo após, as 

células marcadas com PKH26 foram centrifugadas por 10 minutos a 400g, com a finalidade 

de separá-las da solução acima citada. Este procedimento foi repetido por três vezes 

consecutivas, estando as células aptas a serem transplantadas após estes procedimentos. 

 

3.5-TRANSPLANTE DE CÉLULAS GERMINATIVAS E ANÁLISE DOS TESTÍCULOS 

TRANSPLANTADOS 

  



Materiais e Métodos 

35 
 

Devido às diferenças anatômicas do trato genital masculino, as vias de transplante 

utilizadas usualmente para mamíferos (túbulos seminíferos, rete testis e dúctulos eferentes 

(Ogawa et al., 1997) não podem ser extrapoladas para teleósteos. Portanto, a única via não 

cirúrgica que permite o acesso aos túbulos seminíferos em tilápias adultas é através do poro 

urogenital localizado na papila urogenital. Assim, de acordo com procedimentos 

previamente padronizados, na terceira semana após o tratamento com a primeira dose de 

busulfan, tilápias com a espermatogênese endógena depletada receberam o transplante de 

células germinativas através da papila urogenital, com o auxílio de microscópio 

estereoscópico Olympus SZX-ILLB2-100, utilizando-se micropipeta com aproximadamente 

70µm de diâmetro externo em sua extremidade, acoplada a seringa de 1mL. Cada animal 

recebeu 1mL de suspensão celular contendo as células germinativas na concentração de 107 

células/mL. Esta suspensão era também constituída de corante vital azul de tripan 0,4% em 

salina (Sigma) e DMEM/F12 suplementado com 10% de SFB, na proporção de 1:10. Por 

destacar os túbulos seminíferos de forma bastante evidente, neste caso específico o azul de 

tripan foi utilizado com a finalidade de se avaliar a eficiência da injeção de células 

germinativas nos testículos. Após o transplante, a temperatura da água das caixas onde os 

peixes receptores permaneceram foi gradativamente diminuída durante uma semana (1-2oC 

por dia), até atingir 25oC.  

 

      3.5.1- Transplante Singênico 

Tilápia-nilótica para Tilápia-nilótica: Quarenta tilápias machos adultas receberam as 

células germinativas dos doadores marcadas com PKH26. Estas tilápias foram sacrificadas e 

tiveram seus testículos coletados em diferentes períodos após o transplante conforme 

mostrado no quadro abaixo. 

 

T 

 

 

 

Tilápia-nilótica (Ceará) para Tilápia-nilótica (Chitralada): Quatro tilápias adultas da 

linhagem chitralada receberam as células germinativas dos doadores (n=14, linhagem 

vermelha ou Ceará) e 9 semanas após o transplante os machos receptores foram mantidos 

 

         Período após o transplante (horas e semanas) 

 1h 14hs 2 sm 3sm 4sm 5 sm 6 sm 7 sm 8 sm 9 sm 

№ de animais 
analisados 

4 2 4 3 5 5 6 5 3 3 
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com fêmeas da mesma linhagem (n=4) em hapas de reprodução. Os ovos foram coletados 

das fêmeas durante a incubação oral e colocados em incubadoras artificiais  até a fase de 

eclosão. As lar  vas obtida desse cruzamento foi caracterizada geneticamente, através de 

marcadores de microsatélites, com a finalidade de se detectar nesses indivíduos a presença 

de alelos específicos da linhagem doadora, conforme será descrito mais adiante. 

 

3.5.2- Transplante xenogênico 

Tucunaré para Tilápia-nilótica Com o objetivo de se avaliar a viabilidade do 

transplante de células germinativas entre diferentes espécies de teleósteos foram utilizadas 

duas espécies de peixes filogeneticamente próximas. Nesse sentido, escolheu-se o tucunaré-

amarelo (Cichla monoculus) como doador de células germinativas pois, à semelhança da 

tilápia-nilótica esse teleósteo também pertence a família Cichlidae, apresenta 

espermatogênese cística e se reproduz em torno de 25°C. Como informações adicionais, o 

tucunaré atinge a maturidade sexual entre 12 e 18 meses, é um peixe muito apreciado na 

pesca esportiva, e sua carne apresenta muito boa aceitação (Shafland, 1996; Gomiero & 

Braga, 2003). 

Três tilápias machos adultos receberam as células germinativas de tucunaré 

marcadas com PKH26. Estas tilápias foram sacrificadas e tiveram seus testículos coletados 

com 2 semanas (2 animais) e 4 semanas (1 animal) após o transplante, os quais foram 

posteriormente analisados através de microscopia de fluorescência.  

 Rã-touro para Tilápia-nilótica: À semelhança das tilápias, a rã-touro apresenta 

espermatogênese com arranjo do tipo cística (Pudney, 1995, Segatelli et al, 2009). Esta 

característica comum aos peixes teleósteos e aos anfíbios em tese é favorável quando se 

busca maior grau de compatibilidade entre as células germinativas do doador e as células de 

Sertoli do receptor. Além de possuir importância comercial, a rã-touro também apresenta 

fácil disponibilidade no mercado, facilidade de manutenção em condições de laboratório 

(Vieira, 1993). Ainda, o fato de se reproduzirem na temperatura média de 25oC (como a 

tilápia) faz deste anfíbio um modelo bastante atraente para se estudar a viabilidade do 

transplante de células germinativas entre estas duas diferentes espécies de vertebrados. 

Desta forma, nove tilápias machos adultos receberam as células germinativas de rãs (n=12) 

marcadas com PKH26. Estes peixes foram sacrificados e tiveram seus testículos coletados em 
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diferentes períodos após o transplante conforme mostrado no quadro abaixo. Para a análise 

desse material foi utilizado microscópio de fluorescência. 

 

 

 

 

Rato para Tilápia nilótica: Além dos transplantes xenogênicos acima descritos, 

avaliou-se a plasticidade dos testículos de tilápias investigando-se a viabilidade dos mesmos 

como receptores de células germinativas de rato. Diferentemente dos teleósteos que 

possuem arranjo cístico da espermatogênese, os mamíferos apresentam arranjo segmentar, 

organizado em estádios, onde as células de Sertoli estão em contato direto com todas as 

células da linhagem germinativa.  

Quatro tilápias machos adultos receberam células germinativas de ratos Wistar. Estes 

teleósteos foram sacrificados com 2 e 5 semanas após o transplante. Dois animais foram 

utilizados para cada tempo. Células germinativas isoladas de ratos GFP trangênicos adultos 

foram também transplantadas nos testículos de duas tilápias as quais foram sacrificadas 8 

semanas pós transplante.  

 

3.5.3- Processamento das amostras para análise em microscopia de fluorescência e 

convencional 

Imediatamente após a coleta, fragmentos dos testículos transplantados foram 

embebidos em meio apropriado (Jung Tissue Freezing Medium; Leica Instruments, Nussloch, 

Alemanha), congelados em nitrogênio líquido (-196°C) e armazenados à -80oC. Estes 

fragmentos foram seccionados de forma seriada na espessura de 5µm, utilizando-se 

criostato à -30oC (LEICA CM 1850; Leica Instruments, Nussloch, Alemanha). Os cortes obtidos 

foram secos em geladeira, corados com DAPI ou Iodeto de Propídio (no caso dos cortes 

contendo células GFP positivas) e montadas em Mowiol (Merck). Para a análise histológica 

foi utilizado o microscópio (Olympus IX-70) de fluorescência com filtros U-MWIY (para PKH26 

e iodeto de propídio), U-MNV (para DAPI) e U-MSWB (para GFP) da Olympus. A 

documentação fotográfica foi feita utilizando-se câmera digital acoplada ao microscópio.  

Pelo fato das células germinativas de rato apresentarem características morfológicas 

peculiares, bastante diferentes das células de tilápia, as análise dos testículos dos peixes que 

 

                              Período após o transplante (semanas) 

 1 sm 2 sm 3 sm 4 sm 6 sm 7 sm 8 sm 

№ de animais 
analisados 

1 1 1 2 2 1 1 
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receberam células de ratos selvagens foram feitas utilizado microscópio de luz convencional. 

Assim, os fragmentos de testículos dessas tilápias receptoras foram fixados por imersão em 

glutaraldeído a 5% em tampão fosfato 0,05M (pH 7,3), por 24 horas a 4oC. Este material foi 

desidratado em concentrações crescentes de álcool (70%, 80%, 90% e 95%), com trocas a 

cada 30 minutos, sendo posteriormente incluído em resina plástica (glicol metacrilato, GMA; 

Leica Historesin Embedding Kit, Leica Instruments) de acordo com técnicas de rotina do 

Laboratório de Biologia Celular, ICB-UFMG. Após esta etapa, o material foi seccionado 

serialmente com navalhas de vidro em micrótomo JB-4 Sorvall. Estas secções com espessura 

de 4µm foram colocadas em lâminas histológicas e coradas com azul de toluidina + borato de 

sódio a 1%, sendo posteriormente montadas com Entellan (Merck). Para a análise 

morfológica e documentação fotográfica utilizou-se o fotomicroscópio BX-60 Olympus, 

equipado com câmera fotográfica digital C-7070 Olympus .  

 

3.6 - ANÁLISE DE DNA MICROSATÉLITE DE TILÁPIAS-NILÓTICAS 

 

 Tendo em vista a expressão co-dominante e o multialelismo, os marcadores 

microsatélites são os que possuem o mais elevado grau de informação de polimorfismo 

(Ferreira & Grattapaglia, 1995). Frente a tais vantajosas características, esses marcadores 

têm se mostrado como valiosa ferramenta em estudos com peixes, envolvendo o 

mapeamento genético e o teste de paternidade (Sakamoto et al, 2000; Sprecher et al, 1996), 

além de serem amplamente utilizados em estudos populacionais (Hatanaka et al, 1996). 

Desta forma, no transplante singênico realizado entre as duas diferentes linhagens de 

tilápias já citadas, para confirmar geneticamente de forma indireta que pelo menos parte 

dos espermatozóides produzidos pelas tilápias receptoras eram provenientes de 

espermatogônias transplantadas, e também que esses espermatozóides eram viáveis, a 

análise de DNA microsatélite nos indivíduos da progênie resultantes do cruzamento dos 

machos transplantados com fêmeas chitraladas foi realizada. Esta análise será descrita em 

maiores detalhes a seguir. 

 
 3.6.1- Extração do DNA genômico 

 
O DNA de cada indivíduo (animais doadores n=15, receptores n=6, fêmeas n=8 e 

alevinos da progênie n=32) foi extraído a partir de pequenos pedaços (aproximadamente 



Materiais e Métodos 

39 
 

250 mm2) de nadadeira, através do método Chelex-proteinase K. As amostras foram 

colocadas em tubos tipo eppendorfs, cada um com 200μl de tampão contendo 5% de resina 

chelex e 0,1% de Tween-20. Em seguida, foram adicionados 2μl de Proteinase K (10mg/ml) e 

os tubos foram levados ao termociclador onde foram aquecidos a 60°C por 15 minutos e a 

95°C por 5 minutos. Após estas etapas, as amostras foram incubadas em freezer a -20°C até 

o dia seguinte. Esse método foi realizado de acordo com o protocolo descrito por Nelson e 

colaboradores (1998) e possibilitou a extração de DNA de grande número de indivíduos de 

maneira rápida, direta e relativamente barata.  

 

       3.6.2- PCR e eletroforese 

Foram amplificados cinco loci de microsatélites em cada um dos indivíduos 

analisados: UNH104, UNH108, G12288, G12312 e G12321 (Genebank). As reações em cadeia 

da polimerase (PCR) foram realizadas no termociclador PTC-100 Programable Thermal 

Controller (MJ Research). Todas as reações apresentaram um volume final de 25μL, 

contendo 1µL (5pmol/µL) de cada iniciador, 1µL (1mM) de deoxirribonucleotídeos 

trifosfatados, 5µL de tampão IVB 5X (Phoneutria) e 0,2μL (500U/µL) de Taq DNA polimerase 

(Phoneutria), 75ng de DNA molde e água deionizada estéril (q.s.p. 25µL).  Os ciclos de 

temperaturas foram precedidos por incubação de desnaturação de 3 minutos a 95°. Os ciclos 

de amplificação foram de 30 segundos a 95°C (desnaturação), 35 segundos a 50°C 

(anelamento) e 30 segundos a 72°C (extensão), por 5 ciclos seguidos de 30 segundos a 95°C 

(desnaturação), 35 segundos a 48°C (anelamento) e 30 segundos a 72°C (extensão), por 25 

ciclos, quando as amostras foram então resfriadas a 4°C. 

Os alelos dos microsatélites foram fracionados por tamanho, em géis de 

poliacrilamida a 6% contendo uma proporção de 19:1 de acrilamida para bis-acrilamida. Os 

géis foram colocados em cubas verticais contento TBE 1X e submetidos a um campo elétrico 

de 100V, por 15 horas. Após a corrida, os géis foram corados com nitrato de prata e em 

seguida foram digitalizados. Cada gel incluiu duas canaletas com marcador de 25 pares de 

base (pb) (DNA Ladder- Invitrogen) para criar padrão de tamanho molecular através da qual 

foram estimados os tamanhos dos alelos de microsatélites amplificados. Os alelos obtidos 

foram analisados através do software Diversity Database (Bio-Rad). 

 

3.7- CRIOPRESERVAÇÕES DE ESPERMATOGÔNIAS DE TILÁPIA-NILÓTICA 
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Testículos de 20 tilápias sexualmente maduras foram coletados, digeridos 

enzimaticamente (colagenase e tripsina) e uma suspensão celular enriquecida de 

espermatogônias foi obtida de acordo com procedimentos já descritos anteriormente (item 

3.4). Essas células foram quantificadas e a viabilidade antes do congelamento foi 

determinada pelo método de exclusão por azul de tripan. Protocolos de criopreservação de 

células germinativas anteriormente descritos (Avarbock et al., 1996; Kobayashi et al., 2006) 

foram adaptados e padronizados de acordo com os nossos objetivos, conforme segue 

abaixo.  

Alíquotas de 500µL da suspensão celular na concentração de 106células/mL foram 

distribuídas em criotubos de 1,5mL (TPP). A essas alíquotas foi acrescido do mesmo volume 

de meio crioprotetor resfriado: DMSO 20% + SFB 20% + DMEM/F12 60% (Avarbock et al., 

1996) ou Etilenoglicol 10% + D-glicose 0,09% + 0,5% BSA em PBS (Kobayashi et al., 2006) sob 

agitação manual constante. Como controle, em algumas amostras acrescentou-se somente 

DMEM/F-12. Todo esse processo foi realizado em banho de gelo (~4˚C) para a manutenção 

da baixa temperatura, evitando-se o efeito tóxico do DMSO e do etilenoglicol. As células 

germinativas foram congeladas a uma taxa de resfriamento controlado (programado) ou não 

controlado. No congelamento não controlado, os criotubos contendo as células germinativas 

de tilápia foram mantidos em gelo por 15 minutos, transferidos para freezer -80oC, onde 

permaneceram por 12 horas. Em seguida, os mesmos foram imersos em nitrogênio líquido (-

196oC), onde permaneceram estocados até o momento de uso. Para o congelamento 

controlado foi utilizado freezer programável (TermoForma modelo 7450) da Unidade de 

Criopreservação Criovida - Instituto Hermes Pardini.  A taxa de resfriamento foi programada 

(de acordo com protocolos utilizados para congelamento de células do cordão umbilical) até 

atingir -80oC, conforme mostrado na Figura 5 abaixo. Posteriormente, as amostras foram 

transferidas para o nitrogênio líquido. Após três semanas, o descongelamento das amostras 

foi realizado a 25oC em banho-maria por 3-4 minutos, em seguida, as células foram lavadas 

em DMEM/F12 e o agente crioprotetor foi removido. A viabilidade celular de todas as 

amostras foi avaliada através do teste de exclusão por azul tripan em câmara de Neubauer. 
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A partir dos resultados obtidos no experimento acima descrito, as amostras celulares 

que apresentaram maior taxa de sobrevivência celular após o descongelamento foram 

mantidas em cultura por 48 horas (DMEM/F12, 10% de SFB, 5% de CO2) na presença de 

timidina triciada (thymidine (methyl-3H) Amersham, Life Science, Buckinghamshire, 

England), na concentração de 1µC/ml, para se investigar a capacidade proliferativa (síntese 

de DNA) dessas células germinativas após o processo de criopreservação. Após esta etapa, 

pellets celulares foram obtidos, incluídos em ágar a 3% e fixados em glutaraldeído 

tamponado a 4% por duas a quatro horas, a 4oC. Os mesmos foram desidratados em 

concentrações crescentes de álcool (70%, 80%, 90% e 100%) com trocas a cada trinta 

minutos. Após a desidratação, os pellets foram incluídos em GMA (Leica Historesin 

Embedding Kit, Leica Instruments), sendo posteriormente seccionados na espessura de 4µm 

em micrótomo com navalhas de vidro.  

As secções histológicas obtidas foram submetidas ao processo de emulsionamento em 

câmara escura. Assim, as lâminas com os cortes foram mergulhadas em cubetas contendo 

emulsão rádio-autográfica Kodak NTB–2 (Eastman Kodak Company, Rochester, NY, EUA), 

mantida líquida em banho-maria a 45°C. Após cerca de 1 hora, ainda em câmara escura e à 

temperatura ambiente, os cortes já secos foram acondicionados em caixas de lâminas à 

prova de luz e armazenados a 4oC, durante 28 dias. Este período foi suficiente para que o 

rádioisótopo sensibilizasse os grãos de prata da emulsão. 

Após os tempos citados, procedeu-se à revelação das secções histológicas em câmara 

escura utilizando-se solução aquosa (1:1) do revelador Kodak D-19, por 4 minutos, de acordo 

com Bundy (1995). Os cortes foram então lavados por alguns segundos em água destilada e 

fixados em fixador Kodak F5, por 5 minutos. Após serem imersas por cinco minutos em água 

destilada para retirada do fixador, as lâminas contendo os cortes foram secas à temperatura 
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Figura 5. Curva de congelamento 
controlado. Etapas do processo: 
Estabilização da temperatura da câmara e 
das amostras em 4°C. Redução da 
temperatura a 1°C/min até -4°C. Redução 
brusca de temperatura a 20°C/min até -45°C 
seguida de uma elevação a 10°C/min at -
10°C. Redução constante da temperatura de 
0,5°C/min até -20°C. Redução constante da 
temperatura de 1°C/min até a temperatura 
final de -80°C. 
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ambiente, sendo então corados com azul de toluidina. Todas as etapas desenvolvidas na 

câmara escura (revelação, banhos em água destilada e fixação) foram realizadas à 

temperatura de aproximadamente 15oC. A análise das células marcadas foi feita em 

microscópio Olympus do Laboratório de Biologia Celular do ICB/UFMG, em aumento de 

400x. 

Dando sequência a essa investigação, posteriormente novas alíquotas de células 

germinativas foram obtidas, congeladas, descongeladas após três semanas e finalmente 

transplantadas no testículo de tilápias adultas previamente tratadas com busulfan. Oito 

machos receberam as células germinativas criopreservadas marcadas com PKH26. Estas 

tilápias foram sacrificadas e tiveram seus testículos coletados em diferentes períodos após o 

transplante, conforme mostrado no quadro abaixo. 

 

 

 
 
 
 

3.8- IMUNOHISTOQUÍMICA PARA O RECEPTOR NOTCH-1 

 

Para as reações de imunohistoquímica, testículos de tilápias-nilóticas adultas (n=5) 

foram coletados, fixados em formalina tamponada neutra (FTN) por 12 horas à 4°C e 

incluídas em Paraplast (Sigma-Aldrich). As secções histológicas obtidas com de 5 µm de 

espessura, foram aderidas em lâminas tratadas com poli-L-lisina, desparafinizadas em xilol e 

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

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

Endogenous Enzyme Block” (Dako Envision), por 30 minutos. A recuperação antigênica foi 

feita utilizando-se tampão citrato (pH 6,0) em forno microondas, com potência máxima, por 

quinze minutos. Após o resfriamento, as lâminas foram incubadas com soro normal de cabra 

à 10%  (30minutos) e em seguida com o anticorpo primário overnigth à 4°C. Utilizou-se o 

anticorpo policlonal anti-Notch Homolog 1 (LS-C47387 - LifeSpan BioSciences), na diluição 

1:100, em PBS/BSA 1%. Posteriormente, as lâminas foram incubadas com o anticorpo 

secundário biotinilado e o complexo estreptavidina- peroxidase (Peroxidase Dual Link 

System- Dako Envision), por 30 minutos, à temperatura ambiente. A reação foi revelada com 

 

                  Período após o transplante (semanas) 

 4sm 8 sm 9 sm 10 sm 11 sm 

№ de animais 
analisados 

1 2 1 2 2 
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diaminobenzidina (DAB) e os cortes contracorados com Hematoxilina de Mayer. Como 

controle positivo foram utilizadas secções histológicas de testículos de rato adulto e como 

controle negativo, em algumas secções de testículos de tilápia o anticorpo primário foi 

substituído por PBS (omissão do anticorpo primário). 
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4 – RESULTADOS 

 

4.1- OBTENÇÃO DAS CÉLULAS GERMINATIVAS PARA O TRANSPLANTE 

 

Conforme já mencionado, o protocolo utilizados no presente trabalho para seleção 

de espermatogônias através de plaqueamento diferencial por adesão foram adaptações 

daqueles previamente descritos na literatura (Luo et al., 2006; Shikina et al., 2008) para 

outras espécies. Os resultados obtidos a partir deste protocolo sugerem que o mesmo foi 

bastante eficiente. Mesmo após enriquecimento prévio através de centrifugação em 

gradiente de percoll, eventuais células somáticas (células de Sertoli, peritubulares mióides e 

de Leydig) ainda estavam presentes nesse pool de células selecionadas. Da mesma forma, 

conforme já descrito para outras espécies, após o cultivo por um curto período de tempo (12 

horas), as células somáticas do testículo de tilápia têm a capacidade de se aderirem à placa 

de cultura (Fig. 1). Desta forma, coletando as células livres, conseguimos enriquecer ainda 

mais a suspensão celular a ser transplantada com os tipos celulares desejados, ou seja, 

espermatogônias com características de células mais imaturas. É importante ressaltar que 

ainda não existe nenhum tipo de marcador molecular específico para espermatogônias-

tronco em peixes, e principalmente em tilápias-nilóticas (Takeuchi et al., 2003; Schulz et al., 

2010). No entanto, pelo fato das características morfológicas das espermatogônias-tronco 

serem muito semelhantes a das espermatogônias do tipo A, presentes em grande número 

nas duas camadas superiores da coluna de percoll (Lacerda et al., 2006), pode-se considerar 

que as mesmas encontravam-se no pool espermatogônias selecionadas (Fig. 1 e 3D). Essa 

característica de aderência das células somáticas testiculares à placa de cultivo também foi 

observada em tucunarés e ratos, o que também contribuiu para uma melhor seleção das 

células germinativas nos transplantes xenogênicos. 

 

4.2 - MARCAÇÃO DAS CÉLULAS GERMINATIVAS DOS DOADORES. 

 

A utilização do corante fluorescente PKH26-GL propiciou eficiente marcação da 

membrana citoplasmática das células da linhagem espermatogênica de tilápia a serem 



Resultados 

45 
 

transplantadas. A Figura 2A mostra a viabilidade das células germinativas marcadas com as 

três diferentes concentrações (13 µM, 18µM e 26µM) da solução corante de PKH26 testadas 

em diferentes períodos após essa marcação. Conforme pode ser observado nesta figura, 

imediatamente após a marcação celular o número de células viáveis foi maior para 

concentração de 13µM (71 %).  A concentração de 18µl resultou numa viabilidade de 60%, 

enquanto a concentração de 26µM diminuiu bastante a viabilidade celular (25%). Após 12 

horas de cultivo, observou-se que o número de células germinativas vivas aumentou em 

todos os grupos, sugerindo que para marcação com PKH26 não afetou a capacidade 

proliferativa dessas células e as maiores proliferações celulares foram observadas para as 

concentrações de 13 e 18µM. Na figura 2A também pode ser observado que, 24 e 48 horas 

após a marcação, o número de células vivas diminuiu em todos os grupos de células, 

provavelmente devido às condições gerais de cultivo tais como déficit nutricional, alteração 

do pH dentre outros. Ao se analisar essas células germinativas em microscopia de 

fluorescência, logo após a marcação, notou-se que o número de células PKH26 positivas era 

visivelmente maior para a concentração de 18µM, quando comparado com o grupo de 

células marcadas com 13µM. Esta observação nos levou a optar pela utilização da 

concentração de 18µM como protocolo viável de marcação de células germinativas a serem 

transplantadas. As análises realizadas através de citometria de fluxo mostraram que na 

população de células germinativas de tilápias selecionadas (Fig. 2B) 91,3% dessas células 

marcadas com a concentração de 18µM são PKH26 positivas (Fig. 2C). Além disso, a grande 

maioria dessas células apresentou alta intensidade de fluorescência.  

Conforme será visto adiante, de maneira geral, a concentração de PKH26 que 

utilizamos para marcar as células germinativas das diferentes espécies estudadas foi 

eficiente para acompanharmos o transplante pelo período de tempo do estudo utilizado, 

que para alguns grupos se estendeu por até onze semanas após o transplante. 

 

4.3- INJEÇÃO DE ESPERMATOGÔNIAS DOS DOADORES NOS TESTÍCULOS DE 

TILÁPIAS TRATADAS COM BUSULFAN 

 

A depleção da espermatogênese endógena após o tratamento com busulfan e alta 

temperatura (35oC)  foi efetiva nos testículos de animais receptores sacrificados no dia do 

transplante (Fig. 3A-B). Conforme pode ser observado, diferentemente do testículo controle 
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(Fig. 3A), onde a espermatogênese apresenta-se aparentemente normal com cistos 

espermatogênicos em diferentes fases do desenvolvimento, no testículo tratado com 

busulfan (Fig. 3B) os túbulos seminíferos estão desprovidos de células germinativas 

apresentando apenas células de Sertoli (SCO; Sertoli cell- only). No entanto, a luz destes 

túbulos apresentava um número apreciável de espermatozóides remanescentes da 

espermatogênese antes da mesma ser comprometida pelo tratamento. 

Ainda na Figura 3, é possível observar a histologia do testículo de uma tilápia 

sexualmente madura de onde se obteve as espermatogônias a serem transplantadas (Fig. 

3C). Devido à ausência de marcadores específicos, no presente estudo as espermatogônias 

iniciais (do tipo A) foram identificadas e selecionadas de acordo com características 

morfológicas. Dessa forma, a suspensão celular enriquecida com espermatogônias do tipo A 

(Fig. 3D) foi injetada no testículo de tilápias adultas através da papila urogenital (Fig. 3E). Em 

decorrência da adição de solução de azul de tripan a suspensão celular injetada, após o 

transplante, os testículos receptores apresentam-se completamente corados em azul (Fig. 

3F), indicando que essa suspensão de células germinativas teve acesso aos túbulos 

seminíferos, conforme verificado na figura 3G. Dentro de uma a duas horas pós-transplante, 

as espermatogônias do doador podem ser observadas no lume dos túbulos seminíferos 

receptores (Fig. 3H). 

 

 4.3 – TRANSPLANTE SINGÊNICO: DESENVOLVIMENTO DAS CÉLULAS GERMINATIVAS 

TRANSPLANTADAS 

  

 4.3.1 – Tilápia-nilótica – Tilápia-nilótica:  

  

 Além da presença de espermatogônias isoladas ou formando pequenos grupos 

celulares na luz dos túbulos seminíferos ou junto das células de Sertoli observadas com 14 

horas após o transplante (Fig. 4A-D), as análises dos testículos receptores através de 

microscopia de fluorescência mostraram a presença de células com arranjo cístico marcadas 

com PKH26, a partir da segunda semana após o transplante (Figura 4E-R). Esses cistos eram 

evidenciados em diferentes tamanhos e presumivelmente em diferentes fases de 

desenvolvimento do processo espermatogênico (Fig. 4E-R). Particularmente, em torno de 8-

9 semanas após o transplante, cistos de espermátides mais avançadas e espermatozóides no 
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lume dos túbulos seminíferos, marcados com PKH26 e possivelmente oriundos de 

espermatogônias transplantadas, foram encontrados nos testículos receptores (Fig. 4Q-T). 

Dentre todas as tilápias receptoras investigadas nesse experimento, 83% (33/40) 

apresentavam células germinativas PKH26 positivas em diferentes fases de desenvolvimento 

(colonização e/ou diferenciação) nos túbulos seminíferos (Tabela 1). No entanto, deve ser 

mencionado que, como os testículos de tilápia são relativamente longos, não se pode excluir 

totalmente que alguns deles pudessem eventualmente apresentar células germinativas 

transplantadas, pois, utilizando-se secções histológicas de 5µm torna-se difícil analisar um 

testículo completamente. 

Indicando que as espermatogônias das tilápias doadoras são capazes de se auto-

renovar e/ou se manter em estado quiescente no nicho espermatogonial, durante um longo 

período de tempo, espermatogônias PKH26 positivas isoladas foram observadas cinco 

semanas após o transplante, nos túbulos seminíferos receptores (Figura 5). Embora não 

tenha sido feito uma análise quantitativa pormenorizada, obtivemos um número 

relativamente pequeno de colônias e cistos por animal. No entanto, esses resultados 

inéditos obtidos mostram que espermatogônias de tilápia podem ser transplantadas com 

sucesso diretamente no testículo de receptores adultos da mesma espécie, onde estas 

células são capazes de colonizar, proliferar e se diferenciar nos túbulos seminíferos, 

formando espermatozóides maduros.  

 

4.3.2- Tilápia-nilótica (linhagem Ceará) – Tilápia-nilótica (linhagem Chitralada):  

 

Os resultados encontrados para o transplante entre estas duas linhagens (Ceará e 

Chitralada) de tilápias utilizadas também foram revestidos de sucesso. A Figura 6A mostra 

tilápias jovens resultantes do cruzamento de tilápias chitraladas e tilápias ceará (vermelhas). 

A avaliação do fenótipo desta prole mostra que o percentual de peixes cinza, híbridos e 

vermelhos foi de aproximadamente 50%, 25% e 25%, respectivamente.  Após as análises dos 

perfis genéticos de todos os indivíduos, utilizando marcadores de microsatélite, encontrou-

se, para o locus UNH104, em dois dos trinta e dois (6,25%) indivíduos da prole analisados, 

um alelo específico (171pb) compatível com o genótipo das tilápias doadoras (vermelhas) e 

não compatível com os alelos dos peixes receptores (chitraladas) (Figura 6B). Esses dois 

indivíduos da prole apresentavam ainda outro alelo (140pb) compatível com o genótipo das 
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fêmeas (linhagem chitralada). Desta forma, estes resultados mostraram que indivíduos da F1 

eram de fato resultantes de espermatozóides originados das espermatogônias 

transplantadas. 

 

 4.4 – CRIOPRESERVAÇÃO DE ESPERMATOGÔNIAS DE TILÁPIA-NILÓTICA 

Os resultados obtidos sobre a viabilidade das espermatogônias de tilápias 

criopreservadas estão apresentados na Figura 7. Conforme pode ser observado, os 

protocolos que resultaram em maior taxa de sobrevivência das células após o 

congelamento/descongelamento foram aqueles nos quais se empregou o DMSO como 

agente crioprotetor. Entretanto, dentro deste protocolo (DMSO), os percentuais obtidos 

para o resfriamento controlado e não controlado não foram estatisticamente significativo.  

Dessa forma, como o congelamento não controlado é um processo mais rápido, simples e 

barato, por não requer o uso de aparelhagem específica, optou-se por este protocolo para 

se criopreservar espermatogônias de tilápias, antes das mesmas serem transplantadas. Além 

disso, conforme pode ser observado na figura 8A, após o descongelamento, as 

espermatogônias de tilápias assim criopreservadas (DMSO não-controlado) foram capazes 

de sobreviver em cultura e mantiveram sua capacidade proliferativa, evidenciado pela 

incorporação de timidina triciada. 

Ainda através do transplante verificou-se que após a criopreservação a 

funcionalidade das espermatogônias de tilápias é mantida (Fig. 8B-F). Desta forma, as 

análises dos testículos que receberam espermatogônias criopreservadas, mostraram que 

após a colonização as células doadoras transplantadas foram capazes de gerar cistos 

espermatogênicos PKH26 positivos (Fig. 8B-E) em 88% (7/8; Tabela 2) dos testículos das 

tilápias investigadas. Finalmente, com dez e onze semanas pós-transplante, cistos de 

espermátides avançadas (spt, Fig. 8E) e espermatozóides marcados com PKH26 no lume dos 

túbulos seminíferos (spz, Fig. 8F) foram observados nos testículos receptores.  

 

 4.5 – IMUNOHISTOQUÍMICA PARA O RECEPTOR NOTCH-1 NOS TESTÍCULOS DE 

TILÁPIAS-NILÓTICAS 

 

 As reações de imunohistoquímica avaliadas mostraram que a expressão do receptor 

Notch-1 nos testículos de tilápias adultas é restrita as espermatogônias do tipo A (Fig. 9). 
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Outro aspecto observado foi que maior número de espermatogônias positivas para Notch-1 

encontravam-se nas regiões dos túbulos seminíferos próximas a túnica albugínea (Fig. 9B-D), 

onde se concentram as espermatogônias caracterizadas como indiferenciadas (Schulz et al., 

2010). Merece ser ressaltado que marcações positivas foram obtidas em 100% dos testículos 

dos animais analisados (n=5).  

 

 4.6- TRANSPLANTE XENOGÊNICO  

  

 4.6.1-Tucunaré – Tilápia-nilótica: 

 

 Os resultados da análise dos testículos de tilápias-nilóticas que receberam células 

germinativas de tucunaré (Cichla monoculus) indicam que, nos intervalos de tempo 

avaliados (2 e 4 semanas), essas células são capazes de colonizar e proliferar nos testículos 

de tilápias (Fig. 10). Assim, duas semanas após o transplante observa-se células isoladas 

marcadas com PKH26 nos túbulos seminíferos dos receptores (Fig. 10C e F). Já na quarta 

semana pós-transplante, células germinativas de tucunaré formavam evidentes cistos 

espermatogênicos nos túbulos seminíferos das tilápias receptoras (Fig 10I). Nesse 

experimento, as três tilápias receptoras investigadas apresentaram colônias/cistos 

espermatogênicos originárias de células germinativas de tucunaré. 

  

  4.6.2- Rã-touro – Tilápia-nilótica:  

 

Após o transplante de células germinativas de rã-touro para tilápias, nos diferentes 

intervalos de tempo investigados (1-8 semanas), células germinativas dos doadores 

marcadas com PKH26 foram observadas nos testículos receptores. Essas células 

apresentavam-se isoladas com uma semana após o transplante e, eventualmente, formavam 

cistos de espermatogônias, particularmente após a quarta semana (Fig. 11C e F). Entre 7-8 

semanas pós-transplante, a presença de cistos com maior número de células marcadas com 

PKH26 (Fig. 11I e L) era mais freqüente que nos outros períodos investigados. Os resultados 

obtidos mostram que, dentre os peixes receptores analisados, 88% (8/9) e 66,6% (6/9) 

apresentaram, respectivamente, em seus testículos colonização e diferenciação das células 

transplantadas (Tabela 3). No entanto, não se observaram cistos espermatogênicos 
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marcados com PKH26 em estágios de desenvolvimento mais avançado, tais como 

espermátides ou espermatozóides, que nas rãs-touro, diferente das tilápias, apresentam 

núcleo alongado.  

 

    4.6.3- Rato – Tilápia-nilótica: 

 

 Com duas semanas após o transplante (Fig. 12A1), os testículos de tilápias que 

receberam células germinativas de rato, avaliados através de microscopia de luz, mostraram 

espermatogônias do doador em contato com as células de Sertoli dos peixes receptores. 

Surpreendentemente, em algumas regiões dos testículos de tilápias sacrificadas, cinco 

semanas após o transplante, células germinativas de rato foram capazes de se desenvolver 

até estágios mais avançados do processo espermatogênico, formando inclusive 

espermátides arredondadas e alongadas (Fig. 12B1, C1, D1, E1). Merece ser ressaltado que 

pelo fato dos ratos doadores serem imaturos (dez dias de vida), somente espermatogônias 

estavam presentes nos testículos dos mesmos. Assim, os espermatócitos e espermátides de 

ratos observados nos túbulos seminíferos das tilápias certamente foram oriundos das 

espermatogônias transplantadas.   

Com relação ao transplante de espermatogônias de ratos GFP-transgênicos para 

tilápia, com sete semanas após o transplante, grupos de células GFP positivas, 

presumivelmente células germinativas, foram observadas nos testículos das tilápias 

receptoras (Figura 13F, L, I), confirmando assim os resultados encontrados anteriormente 

para os ratos normais. Nos experimentos com rato, todos (6/6) os peixes receptores 

investigados apresentavam células do doador em seus testículos em diferentes estágios de 

desenvolvimento (Tabela 4).  
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5 – DISCUSSÃO 

 

 

No nosso conhecimento, este é o primeiro relato de sucesso do transplante não 

cirúrgico de espermatogônias-tronco no testículo de peixes adultos. Os resultados obtidos 

no presente trabalho mostraram que, cerca de dois meses após o transplante singênico de 

espermatogônias, os testículos de tilápia sexualmente maduras são capazes de gerar 

espermatozóides funcionais e prole apresentando o genótipo dos animais doadores. Da 

mesma forma, num período de tempo semelhante, espermatogônias de tilápias 

criopreservadas e descongeladas também foram capazes de dar origem a espermatozóides 

nos testículos receptores após o transplante singênico. A adequabilidade de machos adultos 

de tilápia como modelo receptor para o transplante de células germinativas xenogênicas 

também foi demonstrada utilizando-se espermatogônias provenientes de outra espécie de 

teleósteo (tucunaré, C. monoculus), bem como de espécies de vertebrados pertencentes a 

diferentes classes (rã-touro, L. catesbeianus e rato, R. novergicus). Inúmeras aplicações 

importantes derivam dessas investigações. Em combinação com o cultivo in vitro, a 

modificação genética e a criopreservação de células-tronco espermatogoniais (também 

realizado no presente estudo), esta técnica poderá facilitar e melhorar a biotecnologia 

aplicada à piscicultura, bem como a produção de modelos de peixes transgênicos utilizando 

espermatogônias transfectadas. Além disso, a técnica de transplante por nós desenvolvida 

apresenta potenciais aplicações na conservação e propagação de espécies ameaçadas de 

extinção e na produção de espécies de peixes com valor comercial.  

A análise seqüencial em diferentes períodos de tempo após o transplante singênico 

revelou que, após a colonização, as espermatogônias exógenas proliferaram e resultaram na 

produção de espermatozóides funcionais no testículo receptor adulto dentro de um período 

muito curto (~9 semanas). Estes gametas produziram uma progênie normal através da 

fertilização natural e o genótipo dos peixes doadores foram detectados em indivíduos da 

geração F1. O curto período necessário para a formação de espermatozóides férteis em 

tilápias-nilóticas, após o transplante, contrasta com o da técnica desenvolvida em 
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salmonídeos, na qual leva-se mais de um ano para a geração espermatozóides férteis após o 

transplante de células germinativas primordiais (PGCs ou espermatogônias) em larvas 

recém-eclodidas (Takeuchi et al., 2004; Okutsu et al., 2006b; Okutsu et al., 2007). Além 

disso, como a eficiência da colonização nesta abordagem é afetada pela idade do receptor, 

as células do doador devem ser transferidas dentro de um período de tempo muito curto 

durante o desenvolvimento embrionário do animal receptor (Takeuchi et al., 2009). 

Contrapondo todas essas limitações, o método descrito no presente estudo, tem o potencial 

de ser amplamente aplicável a várias espécies de peixes. 

Outros estudos têm demonstrado que, quando transplantadas por microinjeção em 

blástulas de peixes, PGCs (Saito et al., 2008) e blastômeros (Lin et al., 1992; Takeuchi et al., 

2001; Ciruna et al., 2002) são incorporados à blástula receptora, dando origem a quimeras 

que produzem espermatozóides funcionais com características genéticas dos peixes 

doadores. Entretanto, para que esta técnica seja eficiente, blástulas doadoras e receptoras 

precisam estar no mesmo estágio de desenvolvimento, o que pode ser difícil de se 

determinar. Além disso, apesar de viáveis, estes métodos requerem a criação/manutenção a 

longo prazo dos peixes receptores. Em contraste, o uso de receptores sexualmente maduros, 

conforme estabelecido nos mamíferos (Brinster et al., 2002) e demonstrado no presente 

estudo, pode facilitar e encurtar consideravelmente o tempo necessário para obtenção de 

gametas e prole derivados do doador. Conforme evidenciado no nosso trabalho, o tempo 

necessário para a formação de gametas férteis foi de cerca de dois meses após o 

transplante. Sabe-se que, em tilápia-nilótica, a duração conjunta das fases meióticas e 

espermiogênicas (de pré-leptoteno/leptóteno até espermatozóides) é cerca de 10-11 dias 

(Vilela et al., 2003; Schulz et al., 2005). O atraso no desenvolvimento da espermatogênese 

após o transplante já foi previamente relatado (van Beek et al., 1990; Parreira et al, 1998). O 

reestabelecimento da espermatogênese exógena no testículo receptor não é imediata. Em 

mamíferos (van Beek et al., 1990; Parreira et al, 1998; Nagano et al., 1999; Ohta et al., 2000) 

foi mostrado que as células-tronco espermatogoniais transplantadas demandam pelo menos 

uma semana para se estabelecerem nos nichos disponíveis nos túbulos seminíferos 

(colonização), expandir sua população (proliferação) e se diferenciarem para formar células 

comprometidas com o processo espermatogênico. Normalmente, as espermatogônias dão 

origem aos espermatócitos após um número fixo de divisões mitóticas, que varia 

dependendo da espécie considerada (De Rooij et al, 2000; Nóbrega et al., 2009). Oito 
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gerações de espermatogônias são observadas em tilápias-nilóticas (Schulz et al., 2005). 

Portanto, o tempo gasto durante o processo espermatogênico na fase 

mitótica/espermatogonial, que ainda não está determinado em tilápias deve ser também 

considerado e somado aos 10-11 dias gastos nas fases meiótica/espermiogênica quando se 

procura estimar a duração do processo espermatogênico e o tempo necessário para 

formação do espermatozóide após o transplante nesta espécie.  

 No nosso conhecimento, este estudo também é o primeiro a investigar a viabilidade 

da criopreservação e do transplante após o congelamento/descongelamento de 

espermatogônias em peixes. De maneira geral, existem dois fatores principais que podem 

levar à morte celular durante o processo de congelamento/descongelamento: a formação de 

cristais de gelo intracelular e o choque osmótico. Durante o processo de congelamento, a 

célula e seu meio externo inicialmente atingem um estado de super-resfriamento causando 

a formação de gelo no meio extracelular, enquanto os componentes da célula super-

resfriada permanecem descongelados, fato que acarreta aumento de osmolaridade. Com 

esse desequilíbrio osmótico, a água é retirada da célula para o compartimento extracelular, 

ocasionando assim a desidratação celular (Mazur 1984, 2004). Uma adequada desidratação 

celular depende da velocidade do congelamento de forma a não provocar a lise da célula. No 

caso do congelamento lento, a célula fica exposta ao crioprotetor e ao estresse osmótico por 

tempo prolongado, o que pode acarretar a morte celular. Por outro lado, se a célula for 

congelada rapidamente a desidratação por congelamento não ocorre, as células se tornam 

cada vez mais super-resfriadas e, eventualmente, a solução intracelular que contem alto 

teor de água congela-se formando cristais de gelo que causam injúria mecânica às células 

(Steponkus e Webb, 1992). Dessa forma, o sucesso da criopreservação das células depende 

da velocidade do congelamento e da composição da solução onde as células são congeladas. 

Apesar da citotoxicidade moderada apresentada pelo dimetilsulfóxido (DMSO) (Brayton, 

1986; Sojka, 1990; Stone, 1993), no presente trabalho, tanto para as técnicas de 

congelamento lento (não controlado) quanto rápido (controlado), as amostras contendo 

DMSO apresentaram maior viabilidade das espermatogônias se comparadas àquelas 

contendo etilenoglicol. Resultado semelhante também foi obtido para criopreservação de 

embriões de zebrafish (Higaki et al., 2009). Em contraste, Kobayashi e colaboradores (2003), 

em estudo investigando a criopreservação de PGCs de truta arco-íris, obtiveram 

sobrevivência significativamente maior dessas células utilizando meio contento etilenoglicol 
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quando comparado ao DMSO. Apesar da composição lipídica da membrana plasmática ser 

enfatizada como principal fator relacionado às variações das taxas de sobrevivência obtidas 

com protocolos de criopreservação, estudos mostram que outros fatores inerentes a raça, 

espécie, tipo de célula e fatores diversos tais como a nutrição e a estação do ano, parecem 

afetar a criotolerância celular (Leibo, 1981; Seidel, 2006). Tais circunstâncias levam assim a 

utilização de um protocolo e de um crioprotetor para cada situação específica.  

Na presente investigação, aparentemente foi requerido intervalo de tempo um 

pouco maior para a produção de espermatozóides do doador a partir do transplante de 

espermatogônias criopreservadas. Apesar do pequeno atraso no desenvolvimento da 

espermatogênese, demonstramos que as células-tronco espermatogoniais de tilápias podem 

ser criopreservadas com sucesso e que as mesmas são capazes de sobreviver em cultura e 

manter a sua funcionalidade após a criopreservação. No único relato da literatura dentro 

deste contexto, a produção de gametas viáveis derivados de PGCs de trutas criopreservadas 

foi demonstrada (Kobayashi et al., 2006). No entanto, diferentemente da técnica aqui 

descrita, as PGCs descongeladas foram transplantadas na cavidade celomática de larvas 

recém-eclodidas, e essas células foram capazes de se diferenciar em gametas apenas 

quando os receptores atingiam a maturidade sexual, isto é, cerca de dois anos após o 

transplante. Sabe-se que a criopreservação de gametas e embriões tem um grande potencial 

para a manutenção e preservação de espécies ameaçadas de extinção e que nesse aspecto a 

conservação da informação genética do macho e da fêmea é essencial. No entanto, embora 

esta técnica tenha sido aplicada com sucesso a espermatozóides de muitas espécies de 

peixes (Boryshpolets et al., 2009; Huang et al., 2009, Viveiros & Godinho, 2009), métodos 

confiáveis para a preservação a longo prazo de ovos e embriões de peixes são escassos 

(Zhang et al., 1989; Chao & Liao, 2000), principalmente devido ao fato dessas células 

apresentarem grande quantidade de vitelo (Chen & Tian, 2005). Dessa forma, a 

criopreservação de espermatogônias, que em peixes são capazes de gerar tanto 

espermatozóides quanto ovócitos (Okutsu et al., 2006a), efetivamente permite a 

preservação de todo potencial genético de espécies de teleósteos. Considerando-se a 

ameaça atual de extinção de várias espécies de ciclídeos (Witte et al., 1992; Seehausen et al., 

1997), a criopreservação e o transplante xenogênico de espermatogônias no testículo de 

tilápias adultas podem, por exemplo, tornar possível a restauração populacional dessas 

espécies. Além disso, a criopreservação de espermatogônias também tem implicações 
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importantes na manutenção e propagação de linhagens ou de espécies de peixes que 

apresentam características comercialmente atraentes. 

Conforme já mencionado, o número de células-tronco espermatogoniais no testículo 

é muito restrito (Nagano, 2003; Meistrich e van Beek, 1993; Tegelenbosch e de Rooij 1993). 

Isto nos levou à investigação de possíveis marcadores específicos, por exemplo o Notch-1, 

para a identificação das espermatogônias-tronco em tilápias-nilóticas.  Em 2001, dois grupos 

de pesquisadores descreveram a expressão dos receptores Notch e seus ligantes, Jagged-1 e 

Jagged-2, nos testículos de mamíferos (Dirami et al., 2001; Hayashi et al., 2001). A via de 

sinalização Notch é altamente conservada no reino animal e está envolvida no destino das 

células durante os vários processos celulares e de desenvolvimento (Weinmaster, 1997). Em 

mamíferos, quatro genes Notch (Notch1–4) foram isolados (Weinmaster et al., 1991; Lardelli 

et al., 1994; Uyttendaele et al., 1996). Análises imunohistoquímicas revelaram que as 

proteínas da família Notch são ativadas em determinados tipos de células germinativas nos 

túbulos seminíferos de camundongos durante o desenvolvimento, e que seus ligantes são 

expressos pelas células de Sertoli (Dirami et al., 2001). von Schönfeldt e colaboradores 

(2004) descreveram o padrão de localização de Notch-1 em testículos de camundongos 

durantes diferentes períodos do desenvolvimento pós-natal e mostraram que este receptor 

era expresso em espermatogônias. Outros estudos mostraram que o Notch-1 está 

especificamente envolvido com a diferenciação espermatogonial em camundongos, 

humanos e em ensaios in vitro utilizando linhagem imortalizada de espermatogônias-tronco 

(Hayashi et al., 2001; 2004; Kostereva & Hofmann, 2008). Particularmente em peixes, em 

estudo pioneiro envolvendo a utilização de microarray, o receptor Notch-1 foi recentemente 

proposto como marcador molecular específico para espermatogônias do tipo A em truta 

arco-íris (Yano et al., 2009). No presente trabalho, avaliou-se, através de imunohistoquímica, 

a localização de Notch-1 nos testículos de tilápias-nilóticas adultas e também demonstramos 

que a expressão do receptor Notch-1 é encontrada de forma específica nas espermatogônias 

do tipo A, particularmente nas espermatogônias localizadas nas regiões dos túbulos 

seminíferos próximas à túnica albugínea consideradas mais imaturas (Vilela, 2003). Esses 

resultados corroboram estudos prévios que descrevem que no testículo de tilápias-nilóticas, 

próximo á túnica albugínea, concentram-se as espermatogônias caracterizadas através de 

critérios morfológicos (microscopia de luz e eletrônica) como espermatogônias A 

indiferenciadas (Schulz et al., 2010). A identificação adequada e o isolamento das 
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espermatogônias-tronco (células contidas no grupo de espermatogônias do tipo A imaturas) 

são fundamentais para a maior eficiência do transplante, bem como para compreender o 

comportamento/biologia destas células após o transplante. Entretanto, o isolamento e o 

estudo mais aprofundado das células-tronco espermatogoniais em peixes têm sido 

limitados. Nesse contexto, a partir dos resultados encontrados no presente estudo, o 

receptor Notch-1 pode potencialmente ser utilizado para se selecionar e caracterizar 

funcionalmente as espermatogônias do tipo A indiferenciada/tronco. Desta forma, o maior 

número de espermatogônias-tronco gerado pelo enriquecimento in vitro irá propiciar novas 

e auspiciosas dimensões ao transplante de espermatogônias em peixes. Assim, o 

estabelecimento de um sistema de cultivo de espermatogônias-tronco em teleósteos, ou o 

co-cultivo destas células com linhagens de células somáticas (ex: células de Sertoli), 

permitiria investigar importantes aspectos funcionais e regulatórios da biologia das 

espermatogônias-tronco em condições bem definidas como, por exemplo, o estudo do 

efeito de vários fatores de crescimento que influenciam ou mesmo determinam o destino 

(auto-renovação/diferenciação) dessas células. Este sistema de cultura permitiria ainda 

desenvolver estratégias para amplificar o número de espermatogônias-tronco de espécies 

de peixes raras, ameaçadas de extinção ou de interesse comercial, as quais poderiam ser, 

posteriormente, criopreservadas e/ou transplantadas. 

Ampliando ainda mais as questões que abordam a regulação da espermatogênese e 

da biologia de células-tronco espermatogoniais, a técnica aqui aplicada também se mostrou 

viável para o xenotransplante. Embora os testículos de tilápia não tenham sido avaliados por 

um longo período, as células germinativas de C. monoculus foram pelo menos capazes de 

colonizar e formar cistos espermatogênico no epitélio seminífero do receptor, sugerindo que 

o microambiente testicular da tilápia adulta fornece as condições necessárias para o 

desenvolvimento da espermatogênese de uma diferente espécie de ciclídeo. Neste contexto, 

como potencial aplicação desta técnica, ao se empregar o transplante xenogênico 

envolvendo por exemplo duas espécies de peixes filogeneticamente próximas, o período do 

ciclo de vida de uma dada espécie pode ser significativamente reduzido se, eventualmente, a 

espécie-receptora apresentar um curto período de tempo para atingir a maturidade sexual. 

Além disso, espécies com valor comercial que apresentam alto custo de produção, de difícil 

manutenção, ou mesmo aquelas que necessitam de grandes espaços para criação, que não 

se reproduzem em cativeiro ou apresentam reprodução sazonal, pode ter, potencialmente, a 
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produção de gametas facilitada e/ou aumentada usando espécies receptoras adequadas. 

Levando-se em conta todos os atributos positivos já mencionados, a tilápia-nilótica 

representa um modelo receptor excelente. 

Ainda no contexto do transplante xenogênico, demonstramos que os testículos de 

tilápias adultas são capazes de suportar a sobrevivência e o desenvolvimento das células 

germinativas de rã-touro. A fase do desenvolvimento espermatogênico alcançado pelas 

células germinativas de L. catesbeianus no testículo receptor após o transplante foi 

possivelmente similar àquela atingida pelas células de C. monoculus após o transplante; 

observou-se a formação de cistos de espermatogônias e, provavelmente, o seu 

desenvolvimento através de consecutivas divisões mitóticas em cistos de espermatogônias 

mais avançadas. É possível que uma maior diferenciação das células germinativas de rã ou 

mesmo espermatogênese completa não tenha sido observada no presente estudo porque 

esse processo exigiria um período de tempo mais longo. Estudos recentes em nosso 

laboratório mostraram que a duração da espermatogênese é muito maior na rã-touro 

quando comparada a de peixes (Segatelli et al., 2009). No entanto, a observação de que 

células germinativas de rã-touro são capazes de interagir com células de Sertoli de tilápia e 

iniciar o processo espermatogênico é um achado extraordinário por si mesmo. 

Investigando de forma mais abrangente mais a fundo a plasticidade filogenética do 

testículo de tilápias, observamos que espermatogônias isoladas de ratos de dez dias de 

idade foram capazes de completar a meiose nos túbulos seminíferos de tilápias e atingir a 

fase de diferenciação ou espermiogênica. Assim, várias semanas pós-transplante, 

espermátides de ratos apresentando morfologia característica desta espécie de mamífero 

(i.e., maior volume celular, presença de acrossoma e alongamento nuclear), que é muito 

distinta da morfologia das células germinativas de tilápias (Vilela, 2003; Schulz et al., 2005), 

foram observadas nos testículos receptores. Estes importantes achados demonstram que os 

aspectos estruturais, funcionais e regulatórios promovidos pelo microambiente testicular de 

tilápias são adequados para que as células germinativas de ratos colonizem e se 

desenvolvam rumo a fases mais avançadas do processo espermatogênico.  

Pouco contato entre as células germinativas de ratos e o epitélio seminífero de tilápia 

foi observado. Exceto para espermatogônias com características de células indiferenciadas 

que se encontravam em íntimo contato com as células de Sertoli. Pode-se, portanto, 

considerar que fatores de crescimento biologicamente ativos e/ou moléculas sinalizadoras 
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constituem o fluido testicular presente no lúmen dos túbulos seminíferos de tilápias. Como 

os peixes teleósteos não possuem epidídimo, após a espermiação os espermatozóides são 

normalmente armazenados no lúmen dos túbulos seminíferos permanescendo assim em 

suspensão no fluido secretado pelas células de Sertoli, ou nos dos ductos extratesticulares 

(Schulz et al., 2010). Merece, no entanto, ser ressaltado que, em algumas espécies de 

teleósteos, as fases finais do desenvolvimento espermatogênico ocorrem fora dos cistos 

espermatogênicos sem nenhum contato direto entre as células de Sertoli e as células 

germinativas (Pudney, 1995; Mattei et al., 2003). Nesta situação, quando a meiose é 

concluída, os cistos espermatogênicos se abrem e as espermátides iniciais são liberadas no 

lúmen tubular, onde o fluido secretado pelas células de Sertoli é capaz de suportar todo 

processo de diferenciação espermiogênica a maturação de espermatozóides. Portanto, o 

fluido tubular em peixes pode fornecer um adequado sistema de cultura in vivo para o 

desenvolvimento das células germinativas no transplante xenogênico; uma hipótese 

intrigante que certamente merece ser experimentalmente testada. Experimentos utilizando 

a injeção intracitoplasmática de espermátides ou de espermatozóides (ROSI/ELSI/ICSI) 

também necessitam ser realizados para testar se células germinativas mais diferenciadas de 

ratos, originadas de espermatogônias transplantadas nos testículos de tilápias seriam 

capazes de gerar prole normal. Sugerindo que células de rato em estágios mais avançados 

do processo espermatogênico não foram achados ocasionais, ou seja, resultantes de 

espermatogônias mais diferenciadas eventualmente transplantadas, espermatogônias de 

rato com características de células indiferenciadas foram observadas em contato direto com 

as células de Sertoli de tilápia. 

Ao contrário do que tem sido demonstrado em mamíferos (Dobrinski et al., 1999; 

2000; Nagano et al., 2001a), os resultados encontrados no transplante de células 

germinativas de rã e rato não corroboram  a hipótese de que a distância filogenética entre o 

doador e o receptor limita o desenvolvimento das células germinativas transplantadas. 

Talvez essa limitação esteja mais relacionada à adequação do ambiente nos testículos 

receptores, que pode ser mais plástico na tilápia (ou em outros vertebrados inferiores) e se 

torna mais especializado durante a evolução. Neste raciocínio, trabalho recente realizado no 

nosso laboratório mostrou que embora sejam reconhecidas pelas células de Sertoli 

receptoras, espermatogônias de tilápias transplantadas nos túbulos seminíferos de 

camundongos resultam apenas em baixo grau de colonização (Batlouni et al., 2008b) 
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Consequentemente, células germinativas de tilápias em estágios mais avançados não são 

observadas. Portanto, a incapacidade das células germinativas de tilápia de prosseguir 

através do processo espermatogênico (proliferação, meiose e espermiogênese) nos 

testículos de camundongos reforça a hipótese de que o ambiente testicular de mamíferos 

pode ser mais especializado do que de vertebrados ditos inferiores. Assim, os fatores e 

moléculas endógenas fundamentais para a espermatogênese em camundongos não seriam 

compatível com as células germinativas de peixes. Pelo menos em mamíferos, considera-se 

que a presença de fatores de crescimento, citocinas ou outros sinais parácrinos no testículo 

receptor, provavelmente determinam o sucesso da espermatogênese xenogênica (Dobrinski 

et al., 2000). Dessa forma, além das várias importantes implicações e aplicações 

previamente mencionadas, o transplante de células germinativas envolvendo espécies 

filogeneticamente distantes representa uma valiosa ferramenta para melhor compreender 

os eventos celulares e moleculares que controlam a auto-renovação, proliferação e 

diferenciação das células-tronco espermatogoniais. Da mesma forma, esta importante 

abordagem propicia o desenvolvimento de novos estudos envolvendo a regulação da meiose 

e espermiogênese em vertebrados, bem como o melhor entendimento das interações entre 

as células germinativas e as células de Sertoli. 

Os procedimentos relatados no presente trabalho para o transplante singênico e 

xenogênico de células germinativas em tilápia-nilótica estão ilustrados na Figura 14. Com 

base nos importantes resultados encontrados, conclui-se que uma nova e vantajosa técnica 

não-cirúrgica de transplante de células germinativas foi desenvolvida, possibilitando um 

método rápido e viável para a produção de espermatozóides férteis em peixes. Em 

associação com a criopreservação de células germinativas, esta técnica apresenta-se como 

uma alternativa para estudos relacionados à biotecnologia e à aqüicultura, fornecendo ainda 

possibilidade de se realizar a transgênese e a preservação do material genético de espécies 

ameaçadas de extinção e de espécies de peixes de alto valor comercial. Num outro 

importante aspecto, foi também desenvolvida uma valiosa abordagem para se investigar a 

biologia das espermatogônias-tronco e da espermatogênese em vertebrados.
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Figura 1. Plaqueamento seletivo por adesão de células testiculares de tilápia. Após 12 horas 
de cultivo, observa-se a presença de eventuais células somáticas (fusiformes ou estreladas) 
que se aderem à placa de cultura (setas). As células germinativas, principalmente 
espermatogônias, permanecem livres no meio (A, cabeças de setas) ou mesmo fracamente 
aderidas às células somáticas (B, cabeças de seta), formando agrupamentos celulares. 
Barra=10µm. 
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Figura 2. Marcação das células germinativas de tilápias-nilóticas. A. Viabilidade 
das células germinativas de tilápia-nilótica marcadas com três diferentes 
concentrações do corante PKH26 (13, 18 e 26µM) avaliada imediatamente após a 
marcação e com 12, 24 e 48 horas em cultura, após a marcação. B e C. 
Visualização dos dados obtidos por citometria de fluxo para marcação das células 
germinativas de tilápia com PKH26 na concentração de 18µM. B. Seleção da 
população celular obtida. C. Histograma representando o percentual de células 
PKH26 positivas. O pico em azul representa o perfil do grupo controle (células 
não marcadas) e em verde o perfil das células marcadas (91,4%). 
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Figura 3. Injeção das células germinativas do doador no testículo de tilápias adultas. Histologia 
do testículo de tilápia sexualmente madura mantida à 35oC, controle (A) e tratada com busulfan 
(B). Observe que os túbulos seminíferos dos peixes controles apresentam cistos 
espermatogênicos em diferentes fases do desenvolvimento (A), enquanto túbulos seminíferos 
apresentando apenas células de Sertoli (Sertoli cell-only, SCO) estão presentes nos testículos das 
tilápias tratadas com busulfan, embora alguns espermatozóides (spz, em detalhe) 
remanescentes da espermatogênese normal antes do tratamento, ainda sejam encontrados no 
lumem desses túbulos seminíferos (B). C. Histologia do testículo de tilápia adulta evidenciando a 
morfologia das espermatogônias do tipo A (cabeças de setas). D. Suspensão de células do doador 
enriquecida com espermatgônias do tipo A (cabeças de setas) obtidas através de centrifugação 
em gradiente de densidade (percoll) e plaqueamento diferencial. Para a injeção das células 
germinativas dadoras (D), uma micropipeta é inserida no ducto espermático comum que se abre 
na papila urogenital (E). Após a injeção, os testículos transplantados se coram em azul (F), devido 
a presença do corante azul de tripan na suspensão celular injetada. A aparência dos testículos de 
uma tilápia receptora que não recebeu o transplante de células germinativas está mostrada na 
parte superior da figura 3F. Em maior aumento, nos testículos transplantados o lume dos túbulos 
seminíferos estão completamente preenchidos com a solução injetada (G, cabeças de setas). 
Uma hora após o transplante, espermatogônias do doador são observadas no lume dos túbulos 
seminíferos receptores (H, cabeças de setas). spgB: espermatogônias do tipo B, spc1: 
espermatócito primário, spt: espermátide, Lc: célula de Leydig, De: região dos dúctulos 
eferentes, Vs: vaso sanguíneo. Barra em A-B=20µm; detalhe em B=4µm; C,D,H=10µm; E=3mm e 
G=70µm. 
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Figura 4. Transplante singênico (tilápia-tilápia). Avaliação histológica, através de microscopia de 
fluorescência dos testículos de tilápias receptoras de espermatogônias-tronco uma hora (A-B), 14 
horas (C-D), 2 semanas (E-F), 3 semanas (G-H), 4 semanas (I-J), 5 semanas (K-L), 6 semanas (M-N), 7 
semanas (O-P), 8 semanas (Q-R) e 9 semanas (S-T) após o transplante. Células germinativas isoladas 
marcadas com PKH26 (setas) são observadas no lume dos túbulos seminíferos (B) ou em contato com 
a parede dos túbulos seminíferos (D) uma e 14 horas pós-transplante, respectivamente. De duas a 
nove semanas após o transplante, essas células germinativas formavam cistos espermatogênicos 
evidentes (setas), apresentando tamanhos variados e diferentes estágios de desenvolvimento (F, H, J, 
L, N, P, R). Nove semanas após o transplante, células pequenas e arredondadas marcadas com PKH26 
foram observadas no lume dos túbulos seminíferos (T, seta), representando espermatozóides 
espermiados (spz) oriundos de espermatogônias transplantadas. Os detalhes em S mostram em maior 
aumento os núcleos dos espermatozóides, evidenciando a fossa de implantação do flagelo (cabeças 
de setas). A primeira e a terceira colunas apresentam secções testiculares documentadas em campo 
claro (A, C) ou coradas com DAPI (E, G, I, K, M, O, Q, S). Barras em A-B=50µm; C-T=10 µm. 
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Figura 5. Análise em microscopia confocal de testículos de tilápias receptoras cinco semanas após o 
transplante. Espermatogônias isoladas PKH26 positivas ainda são observadas nos túbulos seminíferos 
receptores vária semanas após o transplante (seta). O detalhe mostra espermatogônia do doador 
(spg) em maior aumento. Em verde, observa-se a marcação para β-actina. TA: tunica albugínea. 
Barra=10µm.  
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Figura 6. Análise de paternidade. A. Alevinos resultantes do cruzamento de tilápias chitraladas com tilápias 
vermelhas (linhagem Ceará). Observe que a maioria dos peixes apresenta a pigmentação da pele típica de 
tilápias chitraladas (cabeça de seta preta), enquanto em aproximadamente 50% dos peixes, a pigmentação 
da pele é similar as das tilápias vermelhas (~1/4, cabeça de seta azul) ou, além desta pigmentação, 
apresentam pintas escuras no corpo (~1/4, cabeça de seta vermelha). B. Análise do DNA genômico de 
tilápias para o locus de microsatélite UNH104. Os genótipos dos animais receptores (2, 3, 4, 5), doadores (6 
e 7), prole (8 e 9) e mães (10 e 11) estão representados. Observe que os alelos específico dos doadores 
(171pb) foram detectados em indivíduos da prole (retângulo), sendo os mesmos incompatíveis com os 
alelos dos peixes receptores. Canaletas 1 e 12 indicam padrões de peso molecular (DNA ladder). Barra= 3 
cm. 
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Figura 7. Efeito dos crioprotetores dimetilsulfóxido (DMSO) e etilenoglicol (EG) na viabilidade 
de espermatogônias de tilápias submetidas ao congelamento controlado e não controlado. 
Observe que as maiores taxas de sobrevivência foram observadas nas amostras contendo 
DMSO. 
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Figura 8. Transplante singênico de espermatogônias criopreservadas. A. Espermatogônias de tilápia marcadas 
com timidina triciada após o processo de congelamento/decongelamento (cabeças de setas), sugerindo uma 
boa atividade proliferativa mesmo após 48 horas em cultura. B-F. Visualização dos testículos de tilápias 
receptoras após o transplante de espermatogônias criopreservadas. A sobreposição das imagens de 
fluorescência mostra a co-localização do PKH26 (em vermelho) e DAPI (em azul). Entre quatro e dez semanas 
após o transplante (B-E), cistos espermatogênicos marcados com PKH26 foram observados nos túbulos 
seminíferos receptores (cabeças de setas) em diferentes fases de desenvolvimento. Baseado no número e 
tamanho das células germinativas presentes, entre estes cistos encontram-se aqueles com aparência de 
espermatogônias (spg), espermatócitos (spc) e espermátides (spt). Onze semanas pós-transplante, 
espermatozóides PKH26 positivos dos doadores foram detectados no lumem dos túbulos seminíferos 
receptores (F, cabeças de setas). O detalhe em F mostra em maior aumento os núcleos dos espermatozóides 
evidenciando-se a fossa de implantação do flagelo (setas).  Barra em A-F=10µm; Detalhe= 2 µm.  
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Figura 9. Detecção através de imunohistoquímica do receptor Notch-1 nos testículos de tilápias-nilóticas. 
Observe que a imunoreatividade para Notch-1 é encontrada somente nas espermatogônias do tipo A (A-
F, cabeças de setas), particularmente naquelas localizadas nas regiões dos túbulos seminíferos próximas 
à túnica albugínea (TA) (A-C). G. Controle negativo no qual o anticorpo primário foi omitido. H. Controle 
positivo, no qual túbulos seminíferos de rato mostram células de Sertoli (cS) marcadas.  
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Figura 10. Transplante xenogênico (tucunaré-tilápia). Visualização de testículos de tilápias 
receptoras 2 semanas (A-F) e 4 semanas (G-I) após o transplante de células germinativas de 
tucunaré (Cichla monoculus). Observe a presença de células germinativas isoladas (B, E) ou cistos 
de células germinativas (H) oriundas de espermatogônias de tucunaré marcadas com PKH26 em 
vermelho (cabeças de setas). Na coluna da esquerda, os mesmos campos podem ser vistos através 
da marcação com DAPI para núcleos (A, D, G). Enquanto a coluna da direita mostra as 
sobreposições das imagens presentes nas duas outras colunas (C ,F, I). Barra= 10µm  

 



 Figuras 

69 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
 
 

Figura 11. Transplante xenogênico (rã-tilápia). Análise histológica, em microscopia de 
fluorescência, dos testículos de tilápias que receberam células germinativas de rã-touro 
(Lithobates catesbeianus) sacrificadas 1 semanas (A-C), 4 semanas (D-F),  7 semanas (G-I) e 8 
semanas (J-L) após o transplante de células germinativas. Observe a presença de cistos de 
células germinativas em diferentes fases de desenvolvimento, oriundos de espermatogônias 
de rãs marcadas com PKH26 em vermelho (cabeças de setas em B, D, F, H). Na coluna da 
esquerda, os mesmos campos podem ser vistos através da marcação com DAPI (A, D , G, J), 
enquanto a coluna da direita mostra a sobreposição das duas outras colunas (C, F, I, L). Barra= 
20µm. 
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Figura 12. Transplante xenogênico (rato-tilápia). Avaliação histológica, através de microscopia de luz, dos 
testículos de tilápias 2 semanas (A1) e 5 semanas (B1, C1, D1, E1) após o transplante de células germinativas 
de ratos Wistar (impúberes com cerca de 10 dias de idade). Observe, nos túbulos seminíferos das tilápia 
receptoras, células germinativas de rato em diferentes fases de desenvolvimento (cabeças de setas; A1, B1, C1, 
D1, E1) tais como espermatogônia tipo A (A1 e detalhe desta figura); espermatócito primário na fase de 
paquíteno (B1); espermátides arredondadas (C1); espermátide com acrossomo (acr) (D1 e detalhe desta 
figura); espermátides alongadas (E1; cabeças de setas azuis) e espermatócitos secundários (cabeças de setas 
vermelhas; E1). A título de comparação e ilustração, são apresentadas figuras de células germinativas de 
tilápias (cabeças de setas; A2, B2, C2, D2, E2) e ratos (cabeças de setas; A3, B3, C3, D3, E3) em fases 
semelhantes de desenvolvimento e no mesmo aumento. Observe que as células germinativas de ratos são 
maiores que as de tilápias. Barra = 10µm.  
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Figura 13. Transplante xenogênico (rato GFP - tilápia). A e B. Visualização dos túbulos seminíferos de 
ratos adultos doadores GFP transgênicos a fresco (A) e crioseccionados (B) evidenciando a expressão 
ubíqua da proteína fluorescente verde nos testículos. C. Suspensão de células germinativas obtida a 
partir dos testículos de ratos GFP-transgênicos. D-L. Visualização de testículos de tilápias receptoras 
transplantados com células germinativas de ratos GFP, analisados através de microscopia de 
fluorescência, 7 semanas pós-transplante. Nas figuras E, H e K é possível observar grupos de células 
germinativas GFP positivas presumivelmente oriundas de espermatogônias de rato (cabeças de 
setas). Na coluna da esquerda, os mesmos campos podem ser vistos através da marcação nuclear 
com iodeto de propídio (D, G, J), enquanto na coluna da direita a sobreposição das imagens 
presentes nas outras duas colunas está representada (F, I, L). Barra em A e B= 125µm; C=30µm; D-
F=10µm; G-L=20µm. 
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Figura 14. Principais etapas do transplantes de células germinativas utilizando-se tilápias 
sexualmente maduras como receptor. Os testículos dos doadores  foram removidos de tilápias (A), 
tucunarés (B; C. monoculus), rãs-touro (C; L. catesbeianus) e ratos Wistar (D). Estes testículos foram 
fragmentados e digeridos com enzimas (E), tais como tripsina, colagenase e DNAse. A suspensão 
celular obtida foi submetida à centrifugação em gradiente de densidade utilizando-se Percoll (F), e ao 
plaqueamento diferencial (G) com a finalidade de enriquecer a suspensão com espermatogônias 
indiferenciadas. Como não existem marcadores genéticos disponíveis para as quatro espécies 
doadoras usadas, o corante fluorescente PKH26 foi utilizado para marcar as espermatogônias (H). 
Essas células germinativas foram transplantadas através do ducto espermático comum localizado na 
papila urogenital (I) em tilápia receptoras que tiveram sua espermatogênese endógena previamente 
depletada (J). Cada receptor recebeu cerca de 1 mL de uma suspensão celular contendo 
espermatogônias dos doadores. Esses peixes foram sacrificados em diferentes intervalos de tempo 
pós-transplante, a fim de se acompanhar o desenvolvimento das células germinativas marcadas com 
PKH26. Como resultado do transplante singênico observamos que as células germinativas de tilápias 
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transplantadas colonizaram o testículo receptor e deram origem a espermatozóides férteis 9 
semanas após o transplante (K) e estes espermatozóides resultaram em uma progênie que 
apresentava características genéticas dos animais doadores (K`). No que se refere ao transplante 
xenogêneico, cistos espermatogênicos de tucunarés (L) e rãs (M) foram observados, 
respectivamente, em 4 e 9 semanas após o transplante. Espermátides de ratos Wistar (N) foram 
encontrados nos testículos de tilápias 5 semanas após o transplante. 
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Tabela 1. Espermatogênese exógena nos testículos de tilápias-nilóticas após o 
transplante singênico de espermatogônias.  

Período pós-
transplante 

No. de 
receptores 
analisados 

Testículos com células 
dos doadores (%) 

Testículos com 
espermatocistos   dos 

doadores(%) 

1 hora 4 100.0 NA 
14 hora  2 100.0 NA 
2 semanas 4 100.0 75.0 
3 semanas 3 33.3 33.3 
4 semanas 5 60.0 40.0 
5 semanas 5 80.0 60.0 
6 semanas 6 66.6 66.6 
7 semanas 5 100.0 80.0 
8 semanas 3 100.0 100.0 
9 semanas 3 100.0 100.0 

 

 

 

 
 

 

 

Tabela 2. Espermatogênese exógena nos testículos de tilápias-nilóticas 
após o transplante singênico de espermatogônias criopreservadas. 

Período pós-
transplante 

Indivíduo 
receptor 

Testículos com 
células dos doadores 

(Colonização) 

Testículos com 
espermatocistos 

dos doadores 

4 semanas 1 Presente Ausente 
8 semanas 2 Presente Ausente 
8 semanas 3 Presente Presente 
9 semanas 4 Ausente Ausente 
10 semanas 5 Presente Presente 
10 semanas 6 Presente Presente 
11 semanas 7 Presente Presente 
11 semanas 8 Presente Presente 
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Tabela 3. Espermatogênese exógena nos testículos de tilápias-nilóticas após o 
transplante xenogênico de espermatogônias de rãs-touro (L. catesbeianus).  

Período pós-
transplante 

Indivíduo 
receptor 

Testículos com 
células dos doadores 

(Colonização) 

Testículos com 
espermatocistos dos 

doadores 

1 semanas 1 Presente Ausente 
2 semanas 2 Presente Ausente 
3 semanas 3 Presente Presente 
4 semanas 4 Presente Presente 
4 semanas 5 Presente Presente 
6 semanas 6 Ausente Ausente 
6 semanas 7 Presente Presente 
7 semanas 8 Presente Presente 
8 semanas 9 Presente Presente 

 
 
 
 
 
 

Tablela  4. Espermatogênese exógena nos testículos de tilápias-nilóticas 
após o transplante xenogênico de espermatogônias de ratos Wistar. 

Período pós-
transplante 

Indivíduo 
receptor 

Testículos com 
células dos doadores 

(Colonização) 

Testículos com 
grupo de células 

dos doadores 

2 semanas 1 Presente Ausente 
2 semanas 2 Presente Ausente 
5 semanas 3 Presente Presente 
5 semanas 4 Presente Presente 
8 semanas  5a Presente Ausente 
8 semanas  6a Presente Presente 

                              
a 

Estes animais receberam células germinativas GFP-positivas. 
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TRABALHO PUBLICADO: A New and Fast Technique to Generate Offspring after Germ Cells 

Transplantation in Adult Fish: the Nile Tilapia (Oreochromis niloticus) model. 
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