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RESUMO  

O desenvolvimento pós-natal dos testículos em mamíferos é marcado por importantes 

modificações na estrutura e composição deste órgão, as quais são reguladas, 

principalmente, pelos hormônios folículo estimulante (FSH) e luteinizante (LH) e também são 

resultantes de complexas interações essenciais para a maturação dos elementos somáticos 

e germinativos. Diferentemente de outras espécies de mamíferos, a maturação testicular em 

equinos se inicia na região central deste órgão. No entanto, estudos recentemente 

realizados em nosso laboratório indicaram que em suínos a maturação dos túbulos 

seminíferos parece não ocorrer de forma aleatória. No presente estudo, duas diferentes 

abordagens experimentais foram utilizadas para se investigar funcionalmente o testículo de 

suínos. Na primeira delas, os objetivos foram os de se avaliar o padrão de maturação dos 

cordões e túbulos seminíferos e as características morfológicas e funcionais das células 

somáticas testiculares, durante o desenvolvimento pós-natal, em três diferentes regiões do 

testículo, conforme segue: a) próximo a túnica albugínea (TA); b) na região de transição 

entre os túbulos seminíferos e o mediastino testicular/rete testis (RT); e c) na região 

intermediária (ID) entre TA e RT. Já os objetivos da segunda abordagem foram os de se 

avaliar os efeitos da inibição do eixo hipotálamo-hipófise-gônada nos níveis de 

gonadotrofinas (FSH, LH), testosterona (T) e 17β-estradiol (E2) e na estrutura e função das 

três diferentes regiões mencionadas para o parênquima testicular de suínos sexualmente 

maduros, tratados com acetato de leuprolide, um potente agonista/antagonista sintético do 

GnRH, em duas diferentes idades pré-púberes. Baseado no diâmetro dos cordões/túbulos 

seminíferos, no tamanho do núcleo das células de Sertoli, bem como na secreção de fluido 

tubular, principalmente aos 90 e 120 dias de idade, os resultados encontrados na primeira 

etapa do estudo mostraram que o processo de maturação dos túbulos seminíferos estava 

mais adiantado nas regiões ID e RT. A atividade mitótica das células de Sertoli foi maior em 

RT que em ID e TA aos 7 e 120 dias. Exceto para o índice mitótico das células de Leydig, o 

qual foi menor em ID, em comparação com TA e RT aos 7, 30 e 180 dias, os demais 

parâmetros avaliados para esta importante célula esteroidogênica, tais como volume celular 

individual, volume nuclear e citoplasmático, foram sempre maiores em ID, sugerindo que a 

esteroidogênese é mais ativa nesta região, ao longo de todo o período investigado. Em 

conjunto, estes resultados acima sugerem que as células de Leydig em ID parecem 

desempenhar papel chave durante o desenvolvimento testicular pós-natal em suínos. Ainda, 

este tipo celular provavelmente esta envolvido com o desenvolvimento não-aleatório do 

parênquima testicular e, neste contexto, a região de transição se comportaria como zona 

primária de crescimento dos túbulos seminíferos. Por outro lado, os resultados obtidos com 

a segunda abordagem experimental mostraram que, apesar das concentrações séricas de 
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LH, FSH e T não terem apresentado, de maneira geral, alterações marcantes em 

decorrência dos dois períodos de tratamentos com o acetato de leuprolide, estes 

tratamentos foram efetivos. Particularmente em ID, no grupo que recebeu a droga aos 35 

dias de idade, o tratamento promoveu alterações significativas em vários importantes 

parâmetros morfométricos investigados, tais como: percentual e volume nuclear das células 

de Leydig, lume tubular e túnica própria. Em conjunto, os resultados obtidos com esta 

abordagem confirmam aqueles encontrados na abordagem anterior, os quais mostraram 

que a região intermediária desempenha papel crucial no desenvolvimento testicular de 

suínos, principalmente a partir das células de Leydig, que funcionalmente se mostraram 

distintas daquelas localizadas nas outras duas regiões investigadas após o tratamento com 

leuprolide. Ainda, os resultados encontrados na última abordagem utilizada sugerem que as 

células de Leydig localizadas em ID foram mais susceptíveis ao tratamento realizado com 

leuprolide, no início do segundo mês de idade. Em conclusão, os resultados encontrados no 

presente trabalho mostraram que, à semelhança do observado em equinos, a maturação do 

testículo em suínos também ocorre de maneira regionalizada. Mais importante ainda, 

nossos resultados sugerem fortemente que as células de Leydig localizadas na região 

intermediária do parênquima testicular de suínos são funcionalmente distintas daquelas 

encontradas nas outras duas regiões investigadas, desempenhando papel central no 

desenvolvimento deste órgão. Neste aspecto em particular, o presente estudo é o primeiro a 

abordar este intrigante fenômeno biológico.  

  

Palavras-chave: Suínos, desenvolvimento testicular pós-natal, morfometria, células de 

Sertoli, células de Leydig, células peritubulares mióides, GnRH, acetato de leuprolide, 

gonadotrofinas, esteróides sexuais. 
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INTRODUÇÃO E REVISÃO DA LITERATURA 

 

1. Desenvolvimento dos testículos  

 

A célula de Sertoli é a primeira célula somática a se diferenciar nos testículos. 

Origina-se provavelmente do epitélio celômico e seus precursores expressam o gene 

determinante do sexo masculino Sry no braço curto do cromossomo Y. Desta forma, a 

célula de Sertoli desempenha papel crucial no direcionamento da diferenciação do 

testículo que ocorre em torno de 11,5 dias de gestação em camundongos (Capel, 2000, 

Combes et al., 2009) e por volta de 26 e 56 dias em suínos (Pelliniemi, 1975) e humanos 

(Pelliniemi et al., 1993), respectivamente. A migração das demais células somáticas do 

testículo, tais como células endoteliais, fibroblastos e células de Leydig a partir da região 

mesonéfrica (ou provavelmente de outros locais) para a crista genital ocorre sob a 

influência de fatores tais como Sox 9, produzidos pelas células precursoras das células 

de Sertoli (Merchant-Larios & Moreno-Mendoza, 2001; Tilmann & Capel, 2002; Yao et al., 

2002, Sekido et al., 2004; Kanai et al., 2005). Estudos recentes demonstraram que as 

células peritubulares mióides não fazem parte da população de células que migram do 

mesonefro e sim, tem origem mais provável do epitélio celômico ou mesmo do 

mesênquima que constitui a crista genital (Combes et al., 2009). Conforme visto para as 

outras poucas espécies de mamíferos já investigados neste aspecto, estudos 

desenvolvidos em suínos têm mostrado que a diferenciação das células de Leydig fetal é 

provavelmente dependente da diferenciação das células de Sertoli (Kaminski et al., 

1999).  

À semelhança de outros vertebrados, somente dois tipos celulares estão 

presentes no epitélio seminífero em suínos durante os períodos fetal e pós-natal inicial: 

células de Sertoli, abundantemente distribuídas, principalmente na periferia dos cordões 

seminíferos, e gonócitos/espermatogônias, localizadas centralmente (Van Straaten & 

Wensing, 1977; Godinho & Cardoso, 1979; Van Vorstenbosch et al., 1984; França et al., 

2000; França et al., 2005; Ford & Wise, 2009). O desenvolvimento das células 

germinativas em suínos, durante o período fetal, é provavelmente independente da ação 

de gonadotrofinas, especificamente do FSH (Van Vorstenbosch et al., 1984; Van 

Vorstenbosch et al., 1987; Haeussler et al., 2007). Porém, nos mamíferos em geral, 

considera-se que o FSH desempenha importante papel para a iniciação da 

espermatogênese durante o desenvolvimento pós-natal dos testículos (Sharpe, 1994). 

Embora num ritmo diferente de crescimento, quando comparadas às células de Leydig e 

de Sertoli, as células germinativas proliferam continuamente após o nascimento (Van 

Straaten & Wensing, 1977; Godinho & Cardoso, 1979; Okwun et al., 1996; França et al., 
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2000). Entretanto, os primeiros espermatócitos primários e as primeiras espermátides são 

observados somente entre dois a três meses e após os três meses de idade, 

respectivamente (Erickson, 1964; Godinho & Cardoso, 1979; França et al., 2000). Por 

esta razão, o crescimento mais acentuado de testículos pré-púberes em raças suínas de 

grande porte inicia-se após 10 semanas de idade e o peso testicular aumenta 

dramaticamente após 15 semanas (Godinho & Cardoso, 1979).  

Baseado em vários parâmetros, tais como peso do testículo, diâmetro tubular, 

maturação da célula de Sertoli, primeira liberação de espermátides do epitélio seminífero 

e aumento dos níveis plasmáticos de testosterona, a puberdade, na maioria das raças de 

suínos, ocorre entre 4 e 5 meses de idade. Já a maturidade sexual na grande maioria das 

raças de suínos já investigadas é alcançada entre 7 e 8 meses de idade, época na qual 

se observa estabilização do diâmetro tubular, do percentual de túbulos seminíferos e de 

células de Leydig no parênquima testicular, e no número de células germinativas e núcleo 

de células de Sertoli por secção transversal de túbulo seminífero (Wrobel & Dierichs, 

1975; Van Straaten & Wensing, 1977; Okwun et al., 1996; França et al., 2000). No 

entanto, baseado na avaliação da qualidade espermática e fertilidade nesta espécie, a 

maturidade sexual plena só é alcançada após os 10 meses de idade (Rodriguéz-

Martinéz, 2001). 

Fatores parácrinos produzidos pelas células de Leydig podem diminuir a 

proliferação in vivo das células de Sertoli em resposta ao FSH em ratos (Orth, 1993). 

Entretanto, durante o desenvolvimento dos testículos em suínos, a correlação significativa 

e positiva observada entre os níveis de FSH e testosterona com o número total de células 

de Sertoli, Leydig e germinativas por testículo, indica uma regulação parácrina dinâmica e 

bem balanceada entre os mesmos. Neste contexto, os resultados encontrados por França 

et al. (2000), mostrando um padrão similar de crescimento do número total de células de 

Sertoli e de células Leydig por testículo, do nascimento aos 4 meses de idade sugerem 

claramente a interação funcional entre estes dois tipos celulares, durante o 

desenvolvimento dos testículos em suínos. 

 

2. Proliferação das células de Sertoli e sua regulação 

 

As células de Sertoli em mamíferos proliferam ativamente durante o período fetal 

(Orth, 1984; Orth, 1993; McCoard et al., 2003a). Porém, os mecanismos regulatórios 

responsáveis por esta proliferação são até agora pouco conhecidos, sendo, pelo menos 

em camundongos, independentes de gonadotrofinas (Baker & O’Shaughnessy, 2001). No 

entanto, durante o período pós-natal, é fortemente sugerido na literatura para mamíferos, 

principalmente a partir de dados obtidos para roedores de laboratório (ratos e 
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camundongos) e primatas, que o FSH é o principal fator responsável pela proliferação 

das células de Sertoli neste período (Orth, 1984; Orth, 1993; Heckert & Griswold, 2002), 

mais especificamente através da ativação das ciclinas D1 e D2, durante a fase G1 do 

ciclo celular (Sicinski et al., 1996; Crepieux et al., 2001). Evidências na literatura mostram 

que os andrógenos são importantes na determinação do número de células de Sertoli na 

fase fetal (Scott et al., 2007) e possivelmente também no período pós-natal (Sharpe et al., 

2003). 

Embora o FSH controle as diferentes funções das células de Sertoli através de 

pelo menos cinco vias de sinalização (Walker & Cheng, 2005), os efeitos mitogênicos 

desta gonadotrofina nas células de Sertoli imaturas são mediados pelo aumento dos 

níveis intracelulares de AMPc/PKA (Dorrington et al., 1972; Orth & Boehm, 1990; Simoni 

et al., 1997; Dias et al., 2001; Rossi et al., 2007). Entretanto, além da PKA, outras vias 

também estimuladas pelo FSH podem estar envolvidas na proliferação das células de 

Sertoli. Neste contexto, foi demonstrado que a ativação das proteínas quinases ativadas 

por mitógenos (MAP quinases) ERK1 e ERK2 nas células de Sertoli imaturas, em 

resposta ao estímulo promovido pelo FSH, resultou no aumento da expressão das 

ciclinas D1 e D2, as quais estão diretamente relacionadas com a atividade proliferativa 

destas células (Crepieux et al., 2001; Walker & Cheng, 2005; Musnier et al., 2009). 

Contudo, pouco se sabe ainda a respeito dos eventos específicos que coordenam a 

proliferação da célula de Sertoli sob a estimulação do FSH. Alguns estudos experimentais 

sugerem que, sob a influência desta gonadotrofina, estrógenos produzidos pela 

aromatização de andrógenos em células de Sertoli imaturas poderiam exercer uma 

influência importante na divisão destas células através da indução do fator TGFβ (Orth, 

1984; Orth, 1993).  

Ontogenicamente, o FSH e o LH são detectados na adenohipófise fetal de suínos 

somente a partir do 75º dia de gestação (2/3 da gestação); os mesmos aumentam 

continuamente, e suas concentrações nesta mesma glândula exibem um pico logo antes 

do nascimento (McNamara et al., 1985). Já a quantidade de receptores de FSH no 

testículo aumenta continuamente do nascimento até a puberdade (Vandalem et al., 

1986).  

A capacidade de resposta das células de Sertoli ao FSH é variável ao longo do 

desenvolvimento testicular pós-natal em suínos, conforme foi demonstrado por ensaios in 

vitro (Monet-Kuntz & Fontaine, 1989). Nesse contexto, vários estudos realizados nesta 

espécie sugerem que os níveis plasmáticos de FSH não estão rigorosamente 

correlacionados com a proliferação ativa das células de Sertoli que ocorre durante os 

períodos de gestação tardia e pós-natal inicial (Ford et al., 1997; Ford et al., 2001; 

Lunstra et al., 2003; McCoard et al., 2003a, b; Wagner & Claus, 2009). Também, diferente 



 

 

16 

 

de ratos, nenhuma correlação foi observada entre a evolução dos receptores testiculares 

e níveis plasmáticos de gonadotrofinas durante o desenvolvimento pós-natal dos 

testículos em suínos, bem como sobre o papel indutor que o FSH exerce nos receptores 

de LH, observação esta já documentada para ratos (Vandalem et al., 1986).  

Ao contrário do FSH, o T3 é responsável pela mudança do estado funcional 

mitótico para o não-mitótico das células de Sertoli, que ocorre antes do estabelecimento 

da puberdade (Cooke et al., 1994a; França et al., 1995). O mecanismo de regulação 

desta mudança mediada pelo T3 está relacionado com o aumento da concentração dos 

inibidores das quinases dependentes de ciclinas (CDKIs) p27Kip1 e p21Cip1, através da 

inibição da E3 ubiquitina ligase SKP2 (S-phase kinase protein 2), enzima responsável por 

regular a meia-vida destas CDKIs (Nakayama et al., 2004; Holsberger et al., 2005a; 

Fotovati et al., 2006; Egozi et al., 2007). Conforme foi visto em camundongos adultos 

knockout para SKP2, o tamanho do testículo e o número de células de Sertoli 

apresentaram redução significativa quando comparado com os animais controles 

(Holsberger et al., 2005b, Egozi et al., 2007). Ao contrário, em camundongos knockout 

para p27kip1 e p21cip1 observaram-se os testículos maiores devido ao aumento no número 

de células de Sertoli (Kiyokawa & Koff, 1998; Holsberger et al., 2003; Holsberger et al., 

2005b). Neste contexto, fica evidente que através do controle da concentração celular de 

p27kip1, a proteína SKP2 é um importante regulador da proliferação da célula de Sertoli 

(Holsberger et al., 2005a). 

Estudos desenvolvidos em nosso laboratório e outros já publicados sugerem 

fortemente que o T3 também está envolvido na regulação da função das células de 

Sertoli em suínos (Caussanel et al., 1996; Palmero et al., 1996; McCoard et al., 2003b; 

Silva Jr, 2000; Cooke et al., 2005). Contudo, o papel deste fator na proliferação e 

maturação destas importantes células somáticas do testículo não está ainda claramente 

estabelecido para esta mesma espécie (Tarn et al., 1998; Silva Jr, 2000; Klobucar et al., 

2003; Cooke et al., 2005). Ontogenicamente, o hormônio estimulador da tireóide (TSH) é 

detectado pela primeira vez na adenohipófise de suínos aos 75 dias de gestação, 

aumentando sua concentração de maneira contínua até a 6ª semana após o nascimento 

(McNamara et al., 1985). 

Nos roedores relativamente bem investigados (ratos e camundongos) tem sido 

demonstrado que a proliferação das células de Sertoli inicia-se após a diferenciação 

sexual, exibindo um pico logo antes do nascimento, diminuindo então de forma gradual 

entre a 2ª e 3ª semanas pós-natal (Kluin et al., 1984; Orth et al., 1988; Vergouwen et al., 

1991; Baker & O’Shaughnessy, 2001). Porém, padrão diferente de proliferação de células 

de Sertoli após o nascimento é observado para não-roedores (Plant et al., 2005) e 

animais de grande porte, nos quais a puberdade ocorre vários meses ou anos após o 
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nascimento (Sharpe et al., 2003). Em geral, nestas espécies as células de Sertoli têm 

duas distintas e proeminentes fases mitóticas. A primeira ocorre após o nascimento, por 

um período de tempo variável entre as espécies, e a segunda logo antes da puberdade 

(Sharpe et al., 2003). A proliferação da célula de Sertoli em suínos é muito ativa no 

período tardio da gestação (McCoard et al., 2003a) e vários relatos na literatura sugerem 

que a proliferação pós-natal da célula de Sertoli nesta espécie ocorre predominantemente 

durante as primeiras semanas após o nascimento (Putra & Blackshaw, 1985; Swanlund et 

al., 1995; McCoard et al., 2001; McCoard et al., 2003a, b). Porém, estudos desenvolvidos 

em suínos Piau por França et al. (2000), corroborados por Klobucar et al. (2003), 

demonstraram que a proliferação pós-natal desta célula em suínos apresenta duas fases 

distintas. A primeira fase estende-se do nascimento ao primeiro mês de vida, quando o 

número de células de Sertoli por testículo aumenta aproximadamente seis vezes; outra 

notável expansão celular ocorre entre o 3º e 4º mês de idade, correlacionando a mesma 

com o período no qual a maturação da célula de Sertoli é observada na maioria das raças 

suínas investigadas (Tran et al., 1981; Kosco et al., 1989; França et al., 2000; Klobucar et 

al., 2003). O primeiro período de proliferação pós-natal de célula de Sertoli é também 

coincidente com aumento de 6 vezes em comprimento/massa dos cordões/túbulos 

seminíferos por testículo (França et al., 2000; McCoard et al., 2001a). Embora mostrando 

um padrão de declínio, os níveis plasmáticos de FSH em suínos são mais elevados no 

início destes dois períodos de proliferação das células de Sertoli (Colenbrander et al., 

1982; Vandalem et al., 1986; França et al., 2000; Ford et al., 2001; McCoard et al., 

2001a).  

Durante o desenvolvimento testicular pós-natal, as células de Sertoli imaturas e as 

células de Leydig apresentam atividade da enzima aromatase, responsável pela síntese 

de estrógenos. Entretanto, após o estabelecimento da puberdade, as células de Sertoli 

perdem a capacidade de sintetizar este esteróide sexual, de maneira que as principais 

fontes de estrógenos no testículo pós-púbere e adulto são as células de Leydig e as 

células germinativas (Petersen & Söder, 2006; Carreau et al., 2007). Nas espécies 

sazonais, a expressão da aromatase é dependente do fotoperíodo (Tsubota et al., 1997; 

Bilinska et al.; 2001). Os principais alvos da ação dos estrógenos no trato genital 

masculino são os dúctulos eferentes, nos quais ocorre a reabsorção de fluido tubular 

(Oliveira et al., 2002). Além disso, os estrógenos também desempenham um importante 

papel na regulação da função epididimária (Carreau et al.; 2007). Recentemente foi 

demonstrado que o estrógeno participa na regulação da proliferação das células de 

Sertoli em ratos (Lucas et al., 2008). Os equinos e principalmente os suínos apresentam 

as maiores concentrações plasmáticas de estrógenos entre os animais domésticos já 

investigados (Raeside, 1969; Velle, 1976; Claus & Hoffmann, 1980; Setchell & Cox, 
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1986). Particularmente em suínos, os receptores de estrógenos estão amplamente 

distribuídos nos testículos e epidídimo (Rago et al., 2004; Mutembei et al., 2005; Pearl et 

al., 2007; Ramesh et al., 2007). Recentemente, vários trabalhos têm demonstrado a 

importância dos estrógenos durante o desenvolvimento testicular pós-natal nesta espécie 

(At-Taras et al., 2006a, b; Ramesh et al., 2007; At-Taras et al., 2008; Berger et al., 2008). 

Desta forma, em suínos nos quais a síntese endógena de estrógenos foi inibida da 

primeira semana de vida à maturidade, observa-se que, durante a fase pré-púbere, 

ocorre atraso na formação do lume tubular, bem como menor número de células de 

Sertoli e baixo peso testicular. Entretanto, quando estes animais atingem a maturidade, 

observa-se recuperação e aumento destes parâmetros, de modo que o peso testicular 

estava aumentado em resposta ao maior número de células de Sertoli, o que resultou em 

maior produção espermática diária observada nestes animais (At-Taras et al., 2006a; 

Berger et al., 2008). 

Em todas as espécies de mamíferos investigadas até o presente momento, 

incluindo-se aí os suínos, a proliferação das células de Sertoli não é observada após a 

puberdade. Assim, é considerado que em todas estas espécies, a proliferação de células 

de Sertoli termina próximo do período de desenvolvimento da barreira de células de 

Sertoli, secreção de fluido tubular (com consequente formação do lume tubular), 

desenvolvimento do citoesqueleto de actina nas células de Sertoli e extensa proliferação 

de espermatócitos primários (Russell et al., 1988; Russell et al., 1989; Gondos & 

Berndston, 1993; França et al., 2000). Em raças de suínos de maior porte, a maioria 

destes eventos, os quais são considerados como bons marcadores morfológicos e 

funcionais da diferenciação das células de Sertoli, acontece entre 3 a 4 meses de idade 

(Tran et al., 1981; França et al., 2000). Provavelmente pelo fato das células de Sertoli 

diferenciadas estarem protegidas pela proteína anti-apoptótica Bclw (Russell et al., 2001), 

a apoptose de células de Sertoli não é observada no epitélio seminífero de animais 

sexualmente maduros (Ross et al., 2001). No entanto, merece ser ressaltado que o fato 

de ocorrer aumento significativo do comprimento tubular total na grande maioria de 

mamíferos sexualmente maduros já investigados, sem concomitante aumento no 

diâmetro tubular e capacidade de suporte das células de Sertoli (eficiência da célula de 

Sertoli), sugere fortemente que proliferação das células de Sertoli na região de transição 

entre os túbulos seminíferos e a rete testis pode ocorrer por um período mais longo, uma 

vez que as células de Sertoli particularmente localizadas nesta região apresentam 

características de células indiferenciadas ou imaturas (Miranda et al., 2002).  

Pelo menos em algumas espécies de peixes teleósteos já investigados (tilápias e 

bagres africanos), as células de Sertoli maduras mantêm a capacidade de se dividirem 

(Schulz et al., 2005; Alvarenga & França, 2009). Neste aspecto, é importante ser 



 

 

19 

 

mencionado que, embora em condições normais as células de Sertoli de mamíferos 

encerrem sua atividade proliferativa antes do estabelecimento da puberdade, estudos in 

vitro mostraram que, em ratos, as células de Sertoli terminalmente diferenciadas que 

super-expressam as proteínas inibidoras de diferenciação (ID1 e ID2) são capazes de 

reingressarem ao ciclo celular e sofrerem mitoses (Chaudhary et al., 2005). Desse modo 

deve-se ressaltar a importância da presença de outros fatores, além do FSH, também 

necessários para proliferação das células de Sertoli. Além disso, em estudo mais recente 

foi demonstrado que as células de Sertoli adultas de camundongos e humanos são 

capazes de retornarem à atividade mitótica in vitro (Ahmed et al., 2009). Também em 

camundongos, o papel fundamental da conexina 43, constitutiva das gap junctions, como 

regulador da atividade proliferativa das células de Sertoli foi demonstrado. As células de 

Sertoli de camundongos knockout para esta proteína conservam sua capacidade de 

divisão mesmo durante a vida adulta destes animais, que são, contudo inférteis 

(Sridharan et al., 2007). Em djungarian hamsters adultos inibidos pelo fotoperíodo e 

submetidos a estimulação hormonal apropriada, observa-se que as células de Sertoli são 

capazes de retomar a atividade mitótica (Meachem et al., 2005; Tarulli et al., 2006). 

Embora estes resultados sejam controversos, variações sazonais no número de células 

de Sertoli em garanhões também são citadas na literatura (Johnson & Thompson, 1983).   

Conforme já mencionado, devido ao fato de cada célula de Sertoli individualmente 

ser capaz de suportar um número finito de células germinativas, de maneira espécie-

específica (Russell & Peterson, 1984; Orth et al., 1988; França & Russell, 1998), o 

número total de células de Sertoli por testículo estabelecido durante o desenvolvimento 

testicular determina a magnitude do tamanho deste órgão e da produção espermática 

(Orth et al., 1988; Berndtson & Thompson, 1990; Cooke et al.; 1992; Hess et al., 1993; 

Sharpe, 1994; França & Russell, 1998). Em decorrência deste aspecto, todas as 

condições nas quais a atividade proliferativa da célula de Sertoli é afetada determinam, 

em última análise, o número total de espermatozóides produzidos por testículo. Dentre 

estas condições podem ser citadas, principalmente a partir de resultados obtidos para 

roedores, mudanças nos níveis plasmáticos de FSH e seus receptores (Orth et al., 1988; 

Sharpe, 1994; Abel et al., 2000; Sairam & Krishnamurthy, 2001), deficiência do receptor 

IIA da ativina (Kumar et al., 2001), hipotireoidismo neonatal transitório (Cooke et al., 

1994a, b) e hemicastração (Ford et al., 2001). Merece ser ainda ressaltado que, apesar 

dos animais serem férteis, o tamanho dos testículos é menor em camundongos knockout 

para o FSH e seu receptor, devido à redução no número das células de Sertoli (Kumar et 

al., 1997; Kumar et al., 2001; Sairam & Krishnamurthy, 2001; Kumar, 2005). Vários outros 

fatores, principalmente determinados a partir de estudos in vitro para roedores, parecem 

estar envolvidos na regulação da proliferação e diferenciação das células de Sertoli. 
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Dentre estes fatores podem ser mencionados o ácido retinóico, testosterona, estrógenos, 

ativina, folistatina, inibina, interleucina-1α (IL-1α), fator de crescimento tumoral α e β 

(TGFα e β), fator de crescimento epidermal (EGF), fator de crescimento semelhante à 

insulina I e II (IGF-I e II), fator de célula tronco (SCF) e β-endorfina (Orth, 1986; Orth & 

Boehm, 1990; Nakai et al., 2001; Petersen et al., 2001; Khan et al., 2002; Petersen et al., 

2002; Buzzard et al., 2003a, b). No entanto, as vias de atuação destes fatores e os 

mecanismos fisiológicos relacionados com os mesmos não são ainda bem estabelecidos 

(Kumar et al., 2001; Sairam & Krishnamurthy, 2001). 

Neste contexto em particular, merece ser mencionado que a produção de suínos é 

muito importante no Brasil, estando a mesma em franco crescimento (Silveira & Talamini, 

2007). Porém, a lucratividade depende de vários fatores, derivados tanto das fêmeas 

quanto dos machos. Num esforço para se aumentar a eficiência da produção de suínos, o 

uso da inseminação artificial (IA) tem mostrado crescimento excepcional e, nas granjas 

comerciais nos grandes países produtores de suínos, incluindo-se o Brasil, grande parte 

dos cruzamentos são feitos utilizando-se esta técnica (Scheid & Silveira, 2002; Silveira & 

Talamini, 2007). Esta eficiência resulta de aumento no número de fêmeas que podem ser 

inseminadas com um único macho com alta fertilidade. Neste contexto, o número de 

espermatozóides por ejaculado é um fator determinante para alcançar esta eficiência.  

3. Células de Leydig e peritubulares mióides 

As células de Leydig são geralmente encontradas próximas aos vasos sangüíneos 

ou do tecido conjuntivo da cápsula testicular (túnica albugínea) e sua ultra-estrutura 

evidencia sua atividade esteroidogênica pela presença de retículo endoplasmático liso 

bem desenvolvido e mitocôndrias com cristas tubulares (Russell et al., 1996). Desta 

forma, estas células são bastante conhecidas por sua marcante produção de esteróides, 

os quais são sintetizados a partir de uma molécula base, o colesterol (Bardin, 1996). Esta 

produção ocorre através de estímulos do LH (hormônio luteinizante) em receptores 

localizados na membrana citoplasmática destas células. À semelhança do FSH, o LH é 

uma glicoproteína sintetizada e secretada na adenohipófise sob a influência do hormônio 

liberador de gonadotrofinas (GnRH) proveniente do hipotálamo. O controle de 

retroalimentação negativa do LH é exercido tanto pela testosterona quanto pelo 

estrógeno concomitantemente na adenohipófise e hipotálamo (Shupnik & Schreihofer, 

1997; Rochira et al., 2006). Nos testículos, existem receptores para andrógenos nas 

células de Sertoli, peritubulares mióides, musculares lisas dos vasos e na própria célula 

de Leydig (Schlatt et al., 1997; Suárez-Quian et al., 1998; De Gent et al., 2004). Dentre os 

andrógenos sintetizados pelas células de Leydig incluem-se a testosterona e a 

diidrotestosterona, os quais são responsáveis pela diferenciação do trato genital 
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masculino e da genitália externa na fase fetal (Pelliniemi et al., 1996; Wu et al., 2007) e 

pelo aparecimento dos caracteres sexuais secundários e a manutenção quantitativa da 

espermatogênese a partir da puberdade (Sharpe, 1994; Zirkin et al., 1994; De Gendt et 

al., 2004; Wu et al., 2007). Particularmente, a diidrotestosterona é também responsável 

pela manutenção funcional das glândulas sexuais acessórias e do epidídimo (Fan & 

Robaire, 1998; Goyal et al., 1999). 

Nos mamíferos em geral, existem dois tipos de células de Leydig: as células de 

Leydig fetais, que são produtoras de andrógenos e do fator semelhante a insulina-3 

(INSL3), responsáveis pela masculinização fetal e descenso testicular, e as células de 

Leydig do tipo adulto produtoras principalmente de testosterona (Kerr & Knell, 1988; 

Huhtaniemi & Pelliniemi, 1992; Haider, 2004; Barsoum & Yao, 2006; Wu et al., 2007). No 

homem e outros primatas, um terceiro tipo de células de Leydig, denominadas do tipo 

infantil, são também encontradas (Griswold & Behringer, 2009). O início da diferenciação 

das células de Leydig fetais, que podem se originar de células somáticas que expressam 

o fator esteroidogênico 1 (Sf1) (Barsoum & Yao, 2009), e da produção de andrógenos, 

não estão sob o controle das gonadotrofinas (Van Vorstenbosch et al., 1982; Lejeune et 

al., 1998; Majdic et al., 1998; O’Shaughnessy et al., 1998; Wu et al., 2007). Enquanto a 

proliferação e a diferenciação destas células são reguladas por diversos hormônios, tais 

como os esteróides sexuais (estrógenos e andrógenos) e o hormônio tireoidiano, e por 

fatores de transcrição como GATA (Wu et al., 2007). O desenvolvimento pós-natal das 

células de Leydig envolve a proliferação celular, diferenciação morfológica e aquisição da 

capacidade de produção de testosterona (Wu et al., 2007). À semelhança das células de 

Leydig fetais, a proliferação e diferenciação das células de Leydig do tipo adulto e suas 

progenitoras são também reguladas por diversos hormônios e fatores, dentre os quais 

podem ser mencionados o LH, IGF-I, TGF α e β, FSH, gonadotrofina coriônica humana, 

hormônio anti-mulleriano, estrógenos, hormônio tireoidiano e andrógenos (Ge et al. 1996; 

Rouiller-Fabre et al. 1998; Mendis-Handagama & Ariyaratne, 2001; Wu et al., 2007). 

As células mesenquimais são consideradas as principais precursoras das células 

de Leydig do tipo adulto (Russell et al., 1995; Ge et al., 1996; Lejeune et al., 1998). 

Outros tipos celulares do testículo tais como as células peritubulares mióides, células 

endoteliais dos vasos linfáticos e células perivasculares (pericitos) também podem dar 

origem às células de Leydig (De Kretser et al., 1994; Gaytan et al., 1994; Russell et al., 

1995; Dombrowicz et al., 1996). Apesar de pouco documentado, mitoses de células de 

Leydig em animais adultos também ocorrem (Russell et al., 1995). 

Em contraste com a maioria das espécies de mamíferos investigadas, as quais 

exibem um padrão bifásico (fetal e pós-natal) de desenvolvimento das células de Leydig 

(Gondos et al., 1976), em suínos estas células esteroidogênicas apresentam três fases 
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de desenvolvimento. Duas fases transitórias, uma durante a fase inicial (de 30 a 35 dias) 

do período fetal (Van Straaten & Wensing, 1978) e a outra durante o período perinatal 

(Dierichs et al., 1973; Van Straaten & Wensing, 1978; França et al., 2000). A última fase 

ocorre a partir do período pré-puberal, extendendo-se para a idade adulta (Dierichs et al., 

1973; Van Straaten & Wensing, 1978; França et al., 2000). Ainda em suínos, já é bem 

estabelecido que o volume das células de Leydig e o número de receptores de LH e de 

andrógenos por célula de Leydig alteram-se substancialmente durante as diferentes fases 

do desenvolvimento testicular (Dierichs et al., 1973; Van Straaten & Wensing, 1978; 

Lunstra et al., 1986; França et al., 2000; Tripepi et al., 2000).  

Além da produção dos esteróides sexuais, várias outras substâncias são também 

produzidas pelas células de Leydig do tipo adulto. Estas substâncias participam no 

controle autócrino e parácrino das funções das células de Leydig e de Sertoli. Por 

exemplo, através de peptídeos derivados da pro-opiomelanocorticotrofina (POMC), tais 

como -endorfina, hormônio adrenocorticotrófico (ACTH) e hormônio melanotrófico 

(MSH), as células de Leydig podem influenciar a função das células de Sertoli tanto em 

animais imaturos quanto em animais adultos (Bardin et al., 1987). Evidências relatadas 

na literatura (Orth & Boehm, 1990; Orth, 1993; Sharpe, 1994) sugerem que as células de 

Leydig têm influência direta na determinação do número definitivo de células de Sertoli 

via -endorfina. Da mesma forma, as células de Sertoli parecem regular de forma 

parácrina a determinação da população das células de Leydig e a capacidade 

esteroidogênica das mesmas, através da secreção de fatores de crescimento estimulados 

pelo FSH e andrógenos, dentre outros (Tabone et al., 1984; Waites et al., 1985; De Gendt 

et al., 2005).  

As células peritubulares mióides constituem o principal componente da parede dos 

túbulos seminíferos e provavelmente participam de maneira bastante ativa da regulação 

parácrina da função testicular. Essas células, juntamente com as células de Sertoli, são 

responsáveis pela formação da lâmina basal (Dym, 1994; Skinner, 2005). As células 

peritubulares mióides apresentam citoplasma delgado e núcleo central. Ao microscópio 

eletrônico, o citoplasma dessas células possui grande número de filamentos paralelos ao 

seu grande eixo e o núcleo é fusiforme, com cromatina em massas eletrondensas 

distribuídas por toda sua extensão (Dym, 1994). As células peritubulares mióides 

secretam várias substâncias componentes da matriz extracelular (laminina, fibronectina, 

colágenos dos tipos I e IV e proteoglicanas) e fatores de crescimento como PmodS, IGF-

I, activina-A e TGF- que regulam a função parácrina das células de Sertoli (Richardson 

et al., 1995; Skinner, 2005). As células peritubulares mióides, como células contráteis, 

expressam marcadores de citoesqueleto (-isoactina, F-actina e miosina) cujos 

filamentos são arranjados longitudinal e circularmente ao maior eixo do túbulo seminífero. 
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A atividade desses filamentos é responsável pela contração dos túbulos seminíferos que 

resulta em movimentação de fluidos e propulsão dos espermatozóides (Skinner, 2005). 

Recentemente, foi demonstrado que os camundongos cujas células peritubulares mióides 

não possuem receptores de andrógenos (PTM-ARKO; Welsh et al., 2009) são inférteis.     

Merece ser salientado que, para que o processo espermatogênico transcorra de 

maneira normal e eficiente, é necessária a interação das células germinativas com os 

componentes somáticos do testículo, principalmente células de Sertoli, células de Leydig 

e células mióides (Russell et al., 1994; Griswold, 1995; Schlatt et al., 1997; França & 

Russell, 1998; Skinner, 2005; Hess & França, 2007). A integridade funcional da 

membrana basal elaborada pelas células de Sertoli e células peritubulares mióides é 

também essencial para o processo espermatogênico (Dym, 1994; Skinner, 2005). 
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JUSTIFICATIVA 

 

A compreensão detalhada da regulação do desenvolvimento testicular pós-natal é 

fundamental para se utilizar abordagens experimentais com o objetivo de se obter aumento 

do número total de espermatozóides por ejaculado. Ao longo das últimas décadas, diversos 

trabalhos com a finalidade de se investigar o desenvolvimento testicular em suínos têm sido 

realizados (Van Straaten & Wensing, 1977, Van Straaten & Wensing, 1978; Lunstra et al., 

1986; Vandalem et al., 1986; França et al., 2000; McCoard et al., 2001; McCoard et al., 

2003a, b; At-Taras et al., 2006a; Berger et al., 2008). Em última análise, os períodos críticos 

relacionados com o crescimento testicular resultam da atividade mitótica das células 

somáticas e germinativas, que podem ser reguladas tanto por fatores extrínsecos e 

intrínsecos (França et al., 2005). No entanto, apesar de terem sido relativamente bem 

estudados em suínos, estes importantes aspectos referentes à morfofisiologia do testículo 

permanecem ainda pouco conclusivos (França et al., 2000; Silva Jr., 2000; Cooke et al., 

2005; At-Taras et al., 2006a).  

Diferentemente de outras espécies de mamíferos, a maturação testicular em equinos 

se inicia na região central deste órgão (Bouin & Ancel, 1905; Nishikawa & Horie, 1955; 

Johnson, 1991; Clemmons et al., 1995). Estudos recentemente realizados no Laboratório de 

Biologia Celular do ICB/UFMG indicaram que em suínos a maturação dos túbulos 

seminíferos parece não ocorrer de forma aleatória. Desta forma, dando continuidade a estes 

estudos, o presente trabalho pretende investigar de forma mais detalhada este intrigante 

aspecto do desenvolvimento testicular, utilizando-se para tal finalidade análises biométricas, 

histomorfométricas e inibição do eixo hipotátamo-hipófise-gônada de suínos Landrace x 

Large White, através de drogas específicas (agonista/antagonista de GnRH).   
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OBJETIVO GERAL 

 

O presente estudo teve como objetivo principal investigar a histofisiologia de três 

diferentes regiões do testículo (região próxima a túnica albugínea; região de transição entre 

os túbulos seminíferos e o mediastino testicular/rete testis; e região intermediária entre a 

túnica albugínea e o mediastino) de suínos Landrace x Large White, durante o 

desenvolvimento pós-natal. Foram também avaliados os efeitos da inibição do eixo 

hipotálamo-hipófise-gônada, através do acetato de leuprolide, nos níveis séricos das 

gonadotrofinas e dos esteróides sexuais e na estrutura e função testicular de suínos 

sexualmente maduros. 

1. Objetivos específicos: 

1.1. Capítulo 1 

Nesta etapa do trabalho, foi realizada a investigação morfofuncional detalhada de três 

diferentes regiões do parênquima testicular de suínos Landrace x Large White, no período 

entre 7 e 180 dias de idade, com ênfase nos seguintes objetivos:  

a) investigar o desenvolvimento ponderal e a morfometria testicular, incluindo-se o diâmetro 

dos cordões e túbulos seminíferos e a proporção volumétrica (%) dos compartimentos 

tubular e intertubular que compõem o parênquima testicular; 

b) avaliar o grau de maturação testicular, através da presença da célula germinativa mais 

avançada, nas diferentes regiões do testículo de suínos pré-púberes; 

c) caracterizar morfologicamente e estimar o volume do núcleo das células de Sertoli; 

d) investigar os volumes nuclear, citoplasmático e individual das células de Leydig;  

e) obter índices de proliferação das células somáticas (Sertoli, Leydig e peritubular mióide). 

1.2. Capítulo 2 

 Nesta segunda etapa do presente estudo foram avaliados os efeitos da inibição do 

eixo hipotálamo-hipófise-gônada, através do acetato de leuprolide, nos níveis séricos de 

FSH, LH, testosterona e 17β-estradiol (durante o desenvolvimento pós-natal) e na estrutura 

e função testiculares de suínos Landrace x Large White sexualmente maduros, tratados aos 

35 e 70 dias de idade, enfatizando-se os seguintes objetivos: 

 

a) investigar o desenvolvimento corporal dos suínos dos três grupos experimentais 
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(controle e tratados aos 35 e 70 dias de idade), durante o período experimental; 

b) avaliar as concentrações séricas de FSH, LH, testosterona e 17β-estradiol durante 

as seis primeiras semanas após o tratamento e ao final do período experimental;  

c) avaliar a biometria e morfometria testiculares, incluindo-se o diâmetro dos túbulos 

seminíferos e a proporção volumétrica (%) dos compartimentos tubular e intertubular 

que compõem o parênquima de três diferentes regiões do testículo; 

d) investigar os volumes nuclear, citoplasmático e individual das células de Leydig. 
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CAPÍTULO 1 

PROLIFERAÇÃO PÓS-NATAL DAS CÉLULAS SOMÁTICAS E MATURAÇÃO DOS 

TÚBULOS SEMINÍFEROS EM SUÍNOS: UM EVENTO NÃO-ALEATÓRIO  

Resumo 

Embora a maturação testicular em equinos tenha início na região central do testículo, este 

processo é considerado um evento que ocorre de maneira aleatória nos testículos da 

maioria dos mamíferos. Estudos desenvolvidos em nosso laboratório sugerem que o 

estabelecimento da espermatogênese pode não ser um evento aleatório no parênquima 

testicular de suínos. Os objetivos do presente estudo foram avaliar o padrão de maturação 

dos cordões/túbulos seminíferos e as características morfológicas e funcionais das células 

somáticas testiculares durante o desenvolvimento pós-natal em três diferentes regiões do 

testículo de suínos: a) próximo a túnica albugínea (TA); b) na região de transição entre os 

túbulos seminíferos e o mediastino testicular (RT); e c) na região intermediária (ID) entre TA 

e RT. Baseado no diâmetro dos cordões e túbulos seminíferos, no tamanho do núcleo das 

células de Sertoli, bem como na secreção de fluido tubular, principalmente aos 90 e 120 dias 

de idade, os resultados encontrados mostraram que o processo de maturação dos túbulos 

seminíferos estava mais adiantado nas regiões ID e RT. A atividade mitótica das células de 

Sertoli foi maior (p<0,05) em RT que em ID e TA aos 7 e 120 dias. Exceto para o índice 

mitótico das células de Leydig, o qual foi menor em ID (p<0,05) em comparação com TA e 

RT aos 7, 30 e 180 dias, os demais parâmetros avaliados para esta importante célula 

esteroidogênica, tais como volume celular individual e volumes nuclear e citoplasmático, 

foram sempre maiores (p<0,05) em ID, sugerindo que a esteroidogênese é mais ativa nesta 

região ao longo de todo o período investigado. Em conjunto, estes resultados sugerem que 

as células de Leydig em ID podem desempenhar papel chave durante o desenvolvimento 

testicular pós-natal em suínos. Ainda, este tipo celular provavelmente está envolvido com o 

desenvolvimento assincrônico do parênquima testicular e, neste contexto, a região de 

transição se comportaria como a zona primária de crescimento dos túbulos seminíferos. 

Palavras-chave: Suínos, desenvolvimento testicular pós-natal, morfometria, células de 

Sertoli, células de Leydig, células peritubulares mióides. 
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Abstract 

Although seminiferous tubule maturation in horses begins in the central area of the testis, 

this process is thought to occur randomly throughout the testis in most mammals. Studies in 

our laboratory suggest that the establishment of spermatogenesis may not be a synchronous 

event in the testicular parenchyma of pigs. The objectives of the present study were to 

evaluate the pattern of seminiferous cord/tubule maturation and the morphological and 

functional characteristics of testicular somatic cells during postnatal development in three 

different pig testis regions: a) near the tunica albuginea (TA); b) in the transitional area 

between the seminiferous tubules and mediastinum (TR); and c) in the intermediate area (ID) 

between the TA and TR. Based on the diameter of seminiferous cords/tubules, nucleus size 

of Sertoli cells and fluid secretion, mainly at 90 and 120 days of age, the results reveal that 

seminiferous tubule maturation was more advanced in the ID and TR. The mitotic activity of 

Sertoli cells was higher (p<0.05) in the TR than the ID and TA at 7 and 120 d. Except for the 

mitotic index of the Leydig cells, which was lower (p<0.05) in the ID at 7, 30 and 180 d than 

in the TA and TR, other Leydig cell indices, such as individual cell size, nuclear volume and 

cytoplasmic volume, were always higher (p<0.05) in the ID, suggesting that steroidogenesis 

is more active in this region throughout the entire period investigated. Overall, these results 

suggest that Leydig cells in the ID may play a pivotal role in postnatal testis development in 

pigs and this type of cell is likely related to asynchronous testicular parenchyma 

development, with the transitional area providing the primary zone for the growth of the 

seminiferous tubules. 

Key words: Pigs, postnatal testis development, morphometry, Sertoli cells, Leydig cells, 

peritubular myoid cells. 
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1. Introdução 

A célula de Sertoli é a primeira célula somática a se diferenciar na gônada durante o 

período embrionário e desempenha papel crucial na diferenciação e desenvolvimento do 

testículo (Karl & Capel, 1998; Cool & Capel, 2009). Entretanto, durante este período, as 

interações entre as células de Sertoli e demais células somáticas presentes nos testículos, 

tais como células peritubulares mióides e células de Leydig, são essenciais para manter a 

integridade dos cordões e túbulos seminíferos e do microambiente testicular, além de 

direcionar o desenvolvimento do sistema reprodutor masculino (França et al., 2000; DiNapoli 

& Capel, 2008; Alvarenga & França, 2009; Welsh et al., 2009). 

Em mamíferos, a proliferação das células de Sertoli geralmente se inicia logo após a 

diferenciação gonadal e termina antes da puberdade (Orth et al., 1988; Sharpe et al., 2003; 

Plant et al., 2005). Especificamente em suínos, duas fases distintas de proliferação pós-

natal das células de Sertoli foram observadas; a primeira durante o período neonatal e a 

segunda próximo ao início da puberdade, que em suínos normalmente ocorre por volta de 4 

meses de idade (França et al., 2000).  

Diferente das células de Sertoli, na maioria das espécies de mamíferos já 

investigadas parecem existir duas populações distintas de células de Leydig: as fetais, que 

surgem logo após a diferenciação testicular, e as células de Leydig do tipo adulta, que são 

observadas a partir do período pré-púbere (Griswold & Behringer, 2009; O´Shaughnessy et 

al., 2009). Em suínos, e provavelmente em humanos e outras espécies de primatas, três 

fases de desenvolvimento das células de Leydig foram descritas (Dierichs et al., 1973; Van 

Straaten & Wensing, 1978; Griswold & Behringer, 2009): duas fases transitórias, a primeira 

no início do período fetal e outra durante o período perinatal; e a fase final, que se inicia por 

volta de 3 meses de idade, persistindo durante a puberdade e maturidade do indivíduo 

(Dierichs et al., 1973; Van Straaten & Wensing, 1978; França et al., 2000). Além disso, 

observa-se que o volume individual da célula de Leydig em suínos sofre mudanças 

significativas durante o desenvolvimento testicular (Van Straaten & Wensing, 1978; Lunstra 

et al., 1986; França et al., 2000) e estas mudanças estão provavelmente relacionadas à alta 

densidade de receptores de LH (Peyrat et al., 1981; Lunstra et al., 1986) e andrógenos 

(Tripepi et al., 2000). 

Na maioria das espécies de mamíferos, o estabelecimento da espermatogênese é 

considerado um evento que ocorre de maneira aleatória no testículo (Courot et al., 1970). 

Entretanto, diferenças macroscópicas na coloração do parênquima testicular têm sido 

descritas em equinos pré-púberes, nos quais foi observada uma região clara no centro do 

testículo e outra escura na periferia deste órgão (Bouin & Ancel, 1905; Nishikawa & Horie, 

1955; Johnson, 1991; Clemmons et al., 1995). A presença deste padrão foi associada à 
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relação temporal entre a redução da proporção de macrófagos ou demais células 

intersticiais e o desenvolvimento dos túbulos seminíferos (Clemmons et al., 1995). 

Recentemente, em um estudo desenvolvido em suínos utilizando marcações específicas 

(AMH e p27kip1), Ford e Wise (2009) demonstraram a existência de um gradiente de 

maturação de células de Sertoli, a partir do mediastino testicular (região central) em direção 

a túnica albugínea.  

O número de células de Sertoli nos testículos determina o número final de 

espermatozóides produzidos e, de maneira geral, a eficiência reprodutiva nos machos 

(França et al., 2000; Cooke et al., 2005; Leal & França, 2009). Particularmente em suínos, 

nos quais o uso de inseminação artificial corresponde a uma importante ferramenta para se 

melhorar a eficiência reprodutiva, compreender a regulação do desenvolvimento testicular 

pós-natal é crucial para se obter aumento do número total de espermatozóides por 

ejaculado. Entretanto, estudos relacionados à regulação da atividade mitótica das células de 

Sertoli em suínos são ainda inconclusivos (França et al., 2000; Klobucar et al., 2003; Lunstra 

et al., 2003), apesar dos importantes avanços recentemente obtidos quanto ao possível 

papel desempenhado pelos estrógenos na proliferação e maturação das células de Sertoli 

(At-Taras et al., 2006; Ramesh et al., 2007; At-Taras et al., 2008; Berger et al., 2008). Além 

disso, estudos em desenvolvimento em nosso laboratório sugerem que o estabelecimento 

da espermatogênese pode não ser um evento sincronizado no parênquima testicular em 

suínos. 

Os objetivos do presente estudo foram os de se realizar uma cuidadosa investigação 

morfofuncional dos elementos somáticos do testículo, bem como da maturação dos 

cordões/túbulos seminíferos, durante o desenvolvimento pós-natal em suínos. Para tal 

finalidade, fragmentos obtidos em três diferentes regiões do parênquima testicular (situados 

entre o mediastino e a túnica albugínea) foram avaliados.  

 

2. Material e Métodos 

2.1. Animais 

Vinte suínos Landrace x Large White pré-púberes (7, 30, 60, 90 e 120 dias de idade) 

e quatro pós-púberes (180 dias de idade), provenientes da Fazenda Experimental “Prof. 

Hélio Barbosa” da Escola de Veterinária da Universidade Federal de Minas Gerais, foram 

utilizados. Estes animais foram orquiectomizados e os testículos, após serem separados do 

epidídimo, foram pesados e, com o auxilio de uma lâmina afiada, seccionados 

longitudinalmente. Os fragmentos de testículo foram obtidos de três diferentes regiões do 

parênquima testicular: próximo à túnica albuginea (TA); na transição dos túbulos seminíferos 
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e o mediastino (rete testis) (RT); e na região intermediária (ID) entre TA e RT (Figura 1). 

Estas amostras foram fixadas por imersão em glutaraldeído tamponado 5%, incluídas em 

plástico (glicol metacrilato) e rotineiramente preparadas para análises histológicas e 

morfométricas. Antes da cirurgia, todos os suínos foram sedados pela via intramuscular com 

1 mg/Kg de azaperone (Destress, Des-Far Laboratórios LTDA, São Paulo, SP, Brasil) e 

anestesiados pela via endovenosa com 3 mg/Kg com a associação zolazepam e tiletamina 

(Zoletil 50; Virbac do Brasil, Ind. E Com. LTDA, São Paulo, Brazil). Todos os procedimentos 

cirúrgicos foram realizados por um veterinário e seguiram as recomendações do Comitê de 

Ética em Experimentação Animal da Universidade Federal de Minas Gerais – 

CETEA/UFMG. 

2.2. Morfometria testicular 

2.2.1. Proporção volumétrica e diâmetro de cordões e túbulos seminíferos 

As proporções volumétricas dos componentes testiculares presentes nas três 

diferentes regiões do parênquima testicular investigadas foram determinadas através de 

microscopia de luz, em aumento de 400x, utilizando-se retículo com 441 intersecções 

ajustada à ocular do microscópio Olympus BX40. Para tal finalidade, 15 campos distribuídos 

em três fragmentos representativos de cada uma das regiões foram escolhidos, perfazendo-

se um total de 6615 pontos por região investigada. O diâmetro tubular/cordonal médio por 

animal foi obtido a partir da mensuração ao acaso de 30 secções transversais de 

túbulos/cordões seminíferos que apresentavam contorno o mais circular possível, em cada 

uma das regiões investigadas. Estas medidas foram realizadas utilizando-se régua 

micrométrica adaptada a uma das oculares de 10x, em aumento final de 400x. 

2.2.2 Estabelecimento da espermatogênese  

Para se investigar o desenvolvimento pós-natal das células germinativas, 30 secções 

transversais de cordões/túbulos seminíferos foram avaliadas por região do testículo em cada 

suíno, nas diferentes idades pré-púberes estudadas. A presença dos seguintes tipos de 

células germinativas foi avaliada: gonócitos, espermatogônia (incluindo-se as do tipo A, 

intermediária e tipo B), espermatócito primário inicial (pré-leptóteno, leptóteno e zigóteno), 

intermediário e espermatócito primário final (paquíteno e diplóteno), espermátides 

arredondada e alongada. Esta avaliação foi realizada em aumento de 1000x.  

2.2.3 Célula de Leydig 
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O volume individual das células de Leydig foi obtido a partir do volume do núcleo e 

da proporção entre núcleo e citoplasma destas células. O volume do núcleo foi obtido 

utilizando-se a média do diâmetro nuclear, tendo sido avaliados 30 diâmetros nucleares em 

cada uma das regiões investigadas, por animal. O volume nuclear individual obtido foi 

expresso em (m3), utilizando-se a fórmula 4/3R3, onde R = diâmetro nuclear/2. Para 

calcular a proporção entre núcleo e citoplasma, foi utilizado retículo com 441 intersecções 

(pontos), em aumento de 1000x. Aproximadamente mil pontos sobre células de Leydig 

foram contados em cada uma das três diferentes áreas do parênquima testicular, em cada 

um dos animais utilizados. 

2.2.4 Volume nuclear da célula de Sertoli   

O volume nuclear da célula de Sertoli também foi expresso em m3 e obtido através 

da mesma fórmula utilizada para se obter o volume da célula de Leydig. Entretanto, uma vez 

que o núcleo da célula de Sertoli de suínos nas diferentes idades investigadas se apresenta 

sob a forma ovóide ou alongada (França et al., 2000), o diâmetro nuclear médio foi obtido a 

partir da mensuração dos eixos nucleares maior e menor. 

2.2.5 Índice de proliferação das células somáticas testiculares 

O índice de proliferação das células de Sertoli, peritubular mióide e de Leydig foram 

determinados como número de células em mitose por pelo menos 1000 células analisadas, 

para cada tipo de célula somática considerada, em cada uma das regiões do parênquima 

testicular, por animal. Estas células foram cuidadosamente identificadas de acordo com sua 

localização e aspecto morfológico, como por exemplo, a forma do núcleo. 

2.3 Análise estatística 

Todos os resultados obtidos foram expressos como média ± erro padrão da média 

(e.p.m.) e foram submetidos à análise de variância (ANOVA) e as médias foram comparadas 

utilizando-se o teste Student Newman-Keuls. A análise de correlação de Pearson foi 

realizada entre os índices de proliferação de células somáticas e proporção dos diversos 

componentes do parênquima testicular.  Para todos estes testes estatísticos utilizou-se o 

software STATISTICA 3.11 (StatSoft, Inc., Tulsa, Oklahoma, USA, 1995), e o nível de 

significância considerado foi p<0,05. 

3. Resultados 

3.1 Biometria 
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Conforme esperado, o peso corporal aumentou cerca de 25 vezes entre a primeira 

semana pós-natal e 180 dias de idade (figura 2A). Seguindo esta mesma tendência, 

marcante aumento no peso testicular também foi observado. Assim, aos 7 dias de idade a 

média do peso do testículo era de 0,5 ± 0,1 gramas, chegando a 224 ± 24 gramas aos 180 

dias (figura 2B). Em dois períodos distintos ao longo do desenvolvimento pós-natal, dos 7 

aos 30 dias e dos 120 aos 180 dias de idade foi observado um acentuado aumento no 

índice gonadossomático (IGS), que corresponde a massa testicular dividida pelo peso 

corporal (figura 2C). 

3.2 Diâmetro dos cordões e túbulos seminíferos e proporção volumétrica dos 

componentes do parênquima testicular 

Em todas as idades investigadas, o diâmetro dos cordões e túbulos seminíferos foi 

semelhante (p>0,05) nas três diferentes regiões testiculares avaliadas (figura 3). Porém, em 

comparação com TA, os cordões e túbulos seminíferos presentes em ID e RT mostraram 

tendência de maiores diâmetros, principalmente aos 90 e 120 dias de idade. Considerando-

se somente as diferentes idades, dos 7 aos 60 dias os diâmetros dos cordões e túbulos 

foram semelhantes (p>0,05). Porém, aos 90 dias de idade, aumentos de aproximadamente 

65% (p<0,05), 80% (p<0,05) e 40% (p>0,05) nos valores encontrados para este parâmetro 

foram observados, respectivamente em RT, ID e TA. Aos 180 dias, verificou-se crescimento 

significativo (p<0,05) no diâmetro tubular nas três diferentes regiões investigadas. 

As figuras 4 e 5 mostram os percentuais dos componentes do parênquima testicular 

investigados dos 7 aos 180 dias de idade, nas três diferentes regiões avaliadas. O 

percentual de compartimento tubular variou de aproximadamente 25 a 40% aos 7 dias de 

idade e foi menor (p<0,05) em ID (figura 4A). Tendência semelhante foi observada para o 

epitélio seminífero e túnica própria (figura 4B-C). Para todas as três regiões investigadas, os 

componentes do compartimento tubular atingiram seus menores valores aos 30 dias de 

idade, particularmente em RT (p<0,05). Dos 30 aos 180 dias de idade, a proporção do 

compartimento tubular aumentou gradualmente, chegando a constituir aproximadamente 

80% do parênquima testicular. Embora os menores valores percentuais tenham sido 

observados geralmente em RT, diferenças significativas não foram encontradas entre as 

regiões avaliadas, e a mesma tendência foi observada para o percentual de epitélio 

seminífero. Ao contrário dos outros elementos do compartimento tubular, o percentual de 

túnica própria diminuiu dos 60 aos 180 dias de idade, e somente nesta última idade os 

valores encontrados para ID foram significativamente maiores (figura 4C). 

O lume tubular foi observado pela primeira vez aos 90 dias de idade e mostrou 

variação muito alta (p>0,05) entre as três regiões avaliadas bem como em uma mesma 
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região (figura 4D). Entre 90 e 120 dias de idade a formação do lume tubular em TA foi muito 

baixa, quando comparado com as demais regiões. Porém, aos 180 dias o percentual de 

lume foi aproximadamente 10% em todas as regiões investigadas. 

Conforme esperado, entre 7 e 180 dias de idade o percentual ocupado pelo 

compartimento intertubular mostrou tendência oposta àquela observada para o 

compartimento tubular (figura 5A). Em comparação com ID e RT, o percentual deste 

compartimento foi menor em TA aos 7 dias de idade. Resultado semelhante foi também 

encontrado para células de Leydig, que é o principal componente do compartimento 

intertubular (figura 5B). De maneira geral, o percentual desta importante célula somática 

esteroidogênica foi o mais alto em todas as idades investigadas, diminuindo 

aproximadamente 80% durante o desenvolvimento testicular pós-natal. Em comparação 

com as demais regiões, aos 180 dias de idade a proporção de células de Leydig ficou em 

torno de 10-15% maior em ID (p>0,05). Seguindo a mesma tendência da maioria dos 

elementos presentes no interstício, o percentual de vasos sanguíneos diminuiu entre 7 e 180 

dias de idade (figura 5C). Entretanto, seu percentual foi maior em ID (p<0,05) durante o 

desenvolvimento pós-natal inicial (entre 7 e 30 dias de idade), e diferenças significativas 

entre as regiões não foram observadas para este parâmetro nas idades subsequentes. Em 

relação a outro importante componente do compartimento intertubular, o tecido conjuntivo, 

sua proporção foi significativamente menor (p<0,05) em ID, em todas as idades investigadas 

(figura 5D). 

3.3 Estabelecimento da espermatogênese 

Na figura 6 pode se observar o aspecto do parênquima testicular de suínos em 

diferentes idades durante o desenvolvimento pós-natal. No período inicial do 

desenvolvimento (7 dias) somente gonócitos (figura 6A) foram observados nos cordões 

seminíferos avaliados nas três regiões do parênquima testicular investigadas. O percentual 

de secções transversais de cordões seminíferos contendo este tipo de célula germinativa 

diminuiu de 60 para 30% do primeiro para o segundo mês após o nascimento, nas 

diferentes regiões testiculares estudadas. Assim, aos 30 e aos 60 dias de idade a célula 

germinativa mais avançada presente nos demais cordões seminíferos nas diferentes regiões 

do testículo foi a espermatogônia do tipo A (figura 6B e C). Já aos 90 dias de idade, o 

espermatócito primário em paquíteno era o tipo celular predominante em aproximadamente 

70% dos cordões e túbulos seminíferos avaliados. Nesta mesma idade, espermátides 

alongadas foram encontradas somente em ID e RT, enquanto poucos túbulos em TA 

continham espermátides arredondadas (figura 6D). Esta tendência tornou-se ainda mais 

evidente aos 120 dias, quando aproximadamente 50% dos túbulos avaliados em ID e RT já 
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apresentavam espermátides arredondadas e apenas 5% dos túbulos em TA continham este 

tipo celular (figura 6E). Deve ser mencionado que grande variação individual com relação à 

progressão da espermatogênese foi observada, particularmente, aos 120 dias de idade. 

Para ilustrar este aspecto nesta idade, embora a espermatogênese se mostrasse 

virtualmente completa em dois dos quatro suínos investigados, as células germinativas 

ainda se encontravam na fase meiótica em outros dois animais. Além disso, em comparação 

com ID e RT, o desenvolvimento das células germinativas estava sempre mais atrasado em 

TA. Contudo, aos 180 dias de idade não foram observadas diferenças entre regiões, de 

maneira que a espermatogênese completa já havia se estabelecido em todo parênquima 

testicular (figura 6F). 

3.4 Células de Sertoli 

Independentemente da região do parênquima testicular, o núcleo da célula de Sertoli 

mudou sua morfologia de imaturo para maduro/diferenciado entre os períodos pré e pós-

púbere. Os núcleos das células de Sertoli imaturas apresentavam dois padrões morfológicos 

distintos: arredondado ou ovóide e alongado ou colunar (figura 7A-E) com heterocromatina 

formando grumos mais grosseiros, os quais foram observados em todas as idades pré-

púberes investigadas (7 – 120 dias de idade). Já os núcleos das células de Sertoli maduras 

ou diferenciadas (figura 7F) eram alongados ou ovóides e somente na idade pós-púbere 

(180 dias) apresentavam nucléolo proeminente. Como pode ser observado na figura 8, o 

volume nuclear da célula de Sertoli não mudou de maneira significativa entre 7 e 90 dias de 

idade, entretanto, aumento marcante (p<0,05) foi observado para este parâmetro dos 120 

aos 180 dias de idade nas três regiões investigadas. Em comparação com ID e RT, o 

volume nuclear da célula de Sertoli em TA foi menor (p<0,05), particularmente aos 30 e aos 

90 dias de idade.  

Uma vez que a secreção de fluido, a formação do lume e o tamanho do núcleo da 

célula de Sertoli são bons marcadores de maturação desta importante célula somática do 

testículo (Russell et al. 1989), correlação significativa (p<0,05) e positiva foi encontrada 

entre o volume nuclear desta célula e o percentual de lume, em duas regiões do testículo 

(ID, r = 0,83; RT, r = 0,47). 

3.5 Célula de Leydig 

Diferenças marcantes foram encontradas para o tamanho da célula de Leydig 

durante o desenvolvimento do testículo e ainda nas três diferentes regiões do parênquima 

testicular avaliadas (figuras 9 e 10). Assim, foi observado que em todas as idades 

investigadas as células de Leydig em ID apresentavam-se sempre maiores (p<0,05), em 
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comparação com aquelas presentes em RT e TA (figura 9C). O mesmo padrão foi 

observado para os volumes nuclear e citoplasmático da célula de Leydig (figura 10A-B). 

Além disso, nas diferentes regiões investigadas, todos os parâmetros morfométricos 

avaliados para a célula de Leydig foram maiores (p<0,05) aos 7 dias, reduzindo-se 

gradativamente até por volta de 90 dias de idade, quando então estes valores se 

mantiveram estáveis até os 180 dias (figura 10). 

3.6 Proliferação das células somáticas testiculares 

Considerando que as células de Sertoli não mais se dividem após a puberdade, em 

todas as três diferentes regiões do parênquima testicular estudadas o índice de proliferação 

desta célula de suporte foi estimado no período de 7 a 120 dias, (figura 11A). Entre as 

diferentes idades avaliadas, o índice de proliferação desta importante célula somática foi 

maior aos 7 dias (~5%, p<0,05), tornando-se relativamente estável (1- 2%) nas idades 

subsequentes tanto em RT quanto em TA. Por outro lado, em ID o índice mitótico da célula 

de Sertoli aumentou significativamente de ~1 para ~6% (p<0,05) aos 60 dias de idade, 

diminuindo para ~1% nas idades subsequentes. Comparando-se as três regiões avaliadas, 

aos 7 dias de idade o índice de proliferação das células de Sertoli foi maior (p<0,05) em RT 

e TA. Embora em uma amplitude menor, aos 120 dias os valores obtidos para este 

parâmetro foi maior (p<0,05) em ID e RT (figura 11A). 

Com relação às células peritubulares mióides, nenhuma diferença significativa foi 

observada para o índice mitótico entre as diferentes regiões testiculares avaliadas (figura 

11B). As maiores taxas de proliferação para esta célula somática foram observadas nas 

idades mais iniciais (7-30 dias), enquanto as menores taxas de proliferação foram 

observadas principalmente aos 90-120 dias (figura 11B). 

Os índices de proliferação das células de Leydig estão apresentados na figura 11C. 

Exceto para ID, na qual o maior índice mitótico (p<0,05) foi observado aos 7 dias de idade, 

nenhuma diferença significativa foi encontrada para as outras duas regiões, ao longo do 

período investigado no presente estudo. Considerando as três diferentes regiões, mais 

células de Leydig estavam dividindo em RT aos 7 dias (p<0,05) e em RT e TA aos 30 dias 

de idade enquanto figuras mitóticas predominavam em TA nos animais pós-púberes 

(p<0,05). Interessantemente, em todas as idades investigadas, as menores taxas de 

proliferação de células de Leydig foram observadas em ID, enquanto, de maneira geral, 

tendência oposta foi observada para as células de Leydig presentes em RT. 

Foi observada correlação positiva e significativa, em duas regiões do testículo, para o 

índice de proliferação das células de Leydig e percentual de vasos sanguíneos (RT, r = 0,48; 

ID, r = 0,55) e entre o percentual de mitoses das células peritubulares mióides e vasos 
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sanguíneos (RT, r = 0,59; ID, r = 0,67). A atividade mitótica das células de Leydig em ID 

mostrou correlação significativa (p<0,05) com os índices de proliferação de células de Sertoli 

em RT (r = 0,60) e TA (r = 0,70).  

4. Discussão 

Este é o primeiro estudo a descrever as diferenças região-específicas no parênquima 

testicular em suínos, durante o desenvolvimento pós-natal, e a associar este evento com o 

padrão de proliferação das células somáticas, bem como, com a função e maturação dos 

túbulos seminíferos. O conhecimento obtido no presente trabalho pode, por exemplo, ser 

utilizado em estudos envolvendo a metodologia de xenoenxerto, que é atualmente uma 

importante ferramenta para se investigar a função testicular em suínos. 

Baseado em vários parâmetros investigados, concluímos que a maturação dos 

túbulos seminíferos se inicia em ID e RT e parece estar associada com o aumento no 

tamanho e função da célula de Leydig em ID. Além disso, as células de Sertoli 

apresentaram índice mitótico mais alto aos 7 e 120 dias de idade em RT, coincidindo com os 

períodos de maior proliferação desta célula somática, conforme previamente descrito para 

suínos (França et al., 2000). Desse modo, os dados no presente estudo sugerem que o 

crescimento primário dos túbulos seminíferos em comprimento ocorre a partir de RT. 

Independentemente da região, de maneira geral o padrão de desenvolvimento 

testicular pós-natal em suínos quanto aos diversos importantes parâmetros investigados tais 

como peso testicular, diâmetro tubular, percentual dos diferentes componentes do 

parênquima testicular, secreção de fluido tubular, volume individual de célula de Leydig e o 

estabelecimento da puberdade, bem como a primeira liberação de espermatozóides do 

epitélio seminífero, seguem a mesma tendência previamente descrita na literatura para 

várias raças de suínos (Van Straaten & Wensing, 1977; Flor-Cruz & Lapwood, 1978; França 

et al., 2000). 

O crescimento em comprimento dos cordões/túbulos seminíferos, o qual tem início 

com a proliferação das células de Sertoli (França et al., 2000), eventualmente fornece 

ambiente adequado para o estabelecimento dos nichos das células-tronco 

espermatogoniais, o que provavelmente favorece a auto-renovação espermatogonial (Hess 

et al., 2006). Entretanto, para manter a contínua produção de espermatozóides ao longo de 

toda a vida adulta (maturidade), os túbulos seminíferos devem estabelecer a “onda do 

epitélio seminífero” (Perey et al., 1961). Para isso, algumas células de Sertoli provavelmente 

devem parar de dividir e diferenciar mais cedo que outras. Estas células que se 

diferenciaram mais cedo suportam as fases iniciais da espermatogênese, as quais incluem a 

diferenciação das espermatogônias mais jovens e a subsequente maturação das células 
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germinativas através da meiose, na primeira onda do ciclo espermatogênico. Por outro lado, 

as células de Sertoli remanescentes continuam sua proliferação durante a primeira onda 

com a finalidade de permitir o crescimento testicular, além de criar novas regiões de nichos, 

para as quais as células-tronco espermatogoniais que se auto-renovaram irão migrar, e 

iniciar uma sequência de estádios do ciclo espermatogênico nesta onda em formação. No 

presente estudo houve uma evidente tendência de que maior proliferação de células de 

Sertoli tenha ocorrido em RT após o nascimento e antes da puberdade, enquanto túbulos 

seminíferos contendo espermátides, bem como a primeira formação de espermatozóides, 

foram observados particularmente em ID aos três e quatro meses de idade, 

respectivamente. Assim, baseando-se nestes resultados, podemos concluir que a primeira 

onda da espermatogênese em suínos acontece em ID e se estende predominantemente 

para RT, onde novas células de Sertoli formam mais nichos. De maneira geral, a baixa taxa 

de proliferação das células de Sertoli em ID corrobora a hipótese de que as células de 

Sertoli presentes nesta região param de se dividir mais precocemente, em função da 

necessidade destas células suportarem a diferenciação do epitélio seminífero durante a 

primeira onda da espermatogênese. Também suportando esta hipótese, a aparência mais 

“madura” das células de Leydig em ID poderia estar associada ao possível aumento da 

concentração de testosterona nesta região.  Isto seria consistente com o resultado do 

presente estudo, o qual mostra que ID é a primeira região onde ocorre proliferação das 

células germinativas ao longo do processo espermatogênico, onde a fase meiótica ou 

espermatocitária é a mais dependente de andrógenos (Sharpe, 1994; De Gent et al., 2004; 

Wang et al., 2009). 

A saída da célula de Sertoli da fase proliferativa coincide com aumento do volume 

nuclear desta célula, o início da secreção de fluido tubular, formação de lume, surgimento e 

intensa proliferação de espermatócitos primários, formação e desenvolvimento da barreira 

de célula de Sertoli e do citoesqueleto desta célula. Conforme já mencionado, estes 

parâmetros são considerados bons marcadores da diferenciação/maturação da célula de 

Sertoli (Russell et al., 1989; Gondos & Berndston, 1993; França et al., 2000; Leal & França, 

2008). Assim, a correlação significativa observada entre o volume nuclear da célula de 

Sertoli e o percentual ocupado pelo lume tubular em RT, e particularmente em ID, é uma 

evidência do estado funcional mais maduro/diferenciado da célula de Sertoli nestas duas 

regiões do testículo em suínos. Corroborando este achado, o diâmetro dos cordões/túbulos 

seminíferos foi significativamente maior aos 90 dias de idade em ID e RT, quando 

comparado com os valores observados para este parâmetro aos 60 dias de idade. Ao que 

parece, este padrão de estabelecimento do lume tubular é necessário para permitir que o 

fluido dos túbulos seminíferos siga em direção ao mediastino (Ford & Wise, 2009). 
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Particularmente aos 90 dias de idade, as células de Sertoli em TA apresentavam-se 

funcionalmente mais imaturas em comparação com as outras duas regiões, e a progressão 

das células germinativas ao longo da espermatogênese estava também atrasada em TA. 

Embora uma cuidadosa e detalhada avaliação morfométrica do parênquima testicular tenha 

sido conduzida no presente estudo, nós não temos uma justificativa que explique o atraso 

observado na maturação/diferenciação das células de Sertoli em TA. Uma vez que a 

atividade mitótica da célula de Leydig em ID apresentou correlação significativa com o índice 

de proliferação da célula de Sertoli em TA e RT, esta célula esteroidogênica poderia estar 

desempenhando importante papel na função da célula de Sertoli, bem como no 

desenvolvimento do testículo como um todo. 

À semelhança dos resultados já descritos na literatura (Van Straaten & Wensing, 

1978; Peyrat et al., 1981; Lunstra et al., 1986; França et al., 2000), o percentual de células 

de Leydig no parênquima testicular foi muito alto no presente estudo, particularmente aos 7-

30 dias após o nascimento, e o volume individual desta célula alterou-se substancialmente 

durante o desenvolvimento pós-natal do testículo. Porém, dramática diferença regional com 

relação aos vários parâmetros avaliados para as células de Leydig foram encontrados. 

Assim, exceto para o índice mitótico, o qual foi baixo em ID, os volumes do núcleo e do 

citoplasma da célula de Leydig, bem como o volume individual desta célula, foram 

significativamente maiores nesta região ao longo de todo o período investigado, o que 

refletiu, sobremaneira, no alto percentual observado para estas células em ID. Uma vez que 

nenhuma correlação evidente foi encontrada entre o tamanho das células de Leydig e outros 

parâmetros investigados, estes resultados tornaram-se difíceis de serem interpretados. Além 

disso, esta mesma tendência foi observada em todas as idades investigadas, o que impediu 

correlacionar estes achados com a puberdade e o estabelecimento da espermatogênese. 

Entretanto, à semelhança das células peritubulares mióides, o índice de proliferação das 

células de Leydig em ID apresentou-se significativamente correlacionado com o percentual 

de vasos sanguíneos. Ao contrário do observado para os vasos sanguíneos, o percentual de 

tecido conjuntivo foi sempre menor em ID. Pelo fato das células de Leydig serem 

aparentemente mais funcionais em ID, esta correlação com os vasos sanguíneos e o baixo 

percentual de tecido conjuntivo seria, de certa forma, esperada. Finalmente, deve ser 

mencionado que, independentemente das diferentes regiões, as células de Leydig estão 

funcionalmente relacionadas com as células de Sertoli e peritubulares mióides (França et al., 

2000; DiNapoli & Capel, 2008; Alvarenga & França, 2009; Welsh et al., 2009). Neste 

contexto, a partir dos resultados encontrados no presente estudo, podemos inferir que, em 

suínos, estas interações apresentam um gradiente distinto do centro para a periferia do 

parênquima testicular (Ford & Wise, 2009). No entanto, os mecanismos que coordenam 

todos estes eventos deveriam ser melhor investigados, considerando-se inclusive a 
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importância dos vasos sanguíneos durante o desenvolvimento testicular (Combes et al., 

2009). Uma vez que a literatura claramente demonstra que o desenvolvimento pós-natal do 

testículo de equinos apresenta um padrão distinto (Clemmons et al., 1995), e que este 

padrão é agora corroborado pelos presentes achados em suínos, esta peculiaridade pode 

também ser investigada em outras espécies de mamíferos. Este gradiente de 

desenvolvimento e crescimento testicular, que pode ser estabelecido já durante a 

diferenciação gonadal no período fetal (Bowles et al., 2006; Koubova et al., 2006), é 

claramente observado em algumas espécies de vertebrados ditos inferiores, mesmo durante 

a vida adulta (Schulz et al., 2009). 

Algumas breves considerações a respeito da escolha das diferentes regiões 

testiculares investigadas no presente estudo devem ser aqui feitas. Além de vários outros 

parâmetros, os resultados em particular obtidos para as células de Leydig, os quais foram 

notadamente significativos em ID em todas as idades investigadas, claramente demonstram 

que pelo menos esta região apresenta características distintas em suínos. Ao se agrupar TA 

e ID ou mesmo ID e RT, observa-se que os resultados encontrados foram estatisticamente 

significativos para aproximadamente 25% e 30% dos parâmetros investigados, 

respectivamente. A partir deste exercício, podemos assumir que o nosso desenho 

experimental foi apropriado. Entretanto, este raciocínio não exclui a possibilidade de 

existência outras regiões funcionalmente distintas no parênquima testicular de suínos 

durante o desenvolvimento pós-natal.  

Em resumo, os resultados da presente investigação mostraram a existência de um 

gradiente região-especifico para a maturação dos túbulos seminíferos e para o 

desenvolvimento das células somáticas em suínos, particularmente para as células de 

Leydig, as quais parecem desempenhar importante papel no desenvolvimento pós-natal do 

testículo. Estes achados são funcionalmente importantes e oferecem uma nova perspectiva 

a respeito da investigação do desenvolvimento testicular nesta espécie doméstica. Por 

exemplo, o conhecimento obtido no presente estudo pode ser utilizado em estudos 

envolvendo o xenoenxerto de fragmentos de testículo como ferramenta para se investigar a 

função testicular em suínos (Rodriguez-Sosa & Dobrinski, 2009). Particularmente pelo fato 

de que a área da qual os fragmentos de testículo para o enxerto são obtidos pode, em tese, 

influenciar o desenvolvimento destes fragmentos. As observações aqui apresentadas podem 

também auxiliar na interpretação dos resultados inesperados encontrados envolvendo a 

proliferação/diferenciação da célula de Sertoli, em condições experimentais de hiper e 

hipotireoidismo transitório em suínos (Tarn et al., 1998; Klobucar et al., 2003; Cooke et al., 

2005). Entretanto, muitas questões permanecem ainda em aberto, tais como, por que as 

células de Leydig aparentam ser mais funcionais em ID? Poderia este resultado refletir 

algumas diferenças na condição funcional desta importante célula esteroidogênica e/ou 
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existem diferentes populações de células de Leydig em regiões particulares do testículo que 

poderiam ser reguladas por distintos fatores extrínsecos ou intrínsecos/locais? Estas e 

outras relevantes questões relacionadas ao desenvolvimento e a função testiculares são 

particularmente importantes para suínos, nos quais o número total de espermatozóides por 

ejaculado é crucial para o aumento da eficiência reprodutiva na cadeia produtiva de suínos.  
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Figura 1 – Representação das regiões do parênquima testicular 
das quais foram coletadas as amostras utilizadas no presente 
estudo. TA, túnica albugínea; ID, região intermediária; RT, região 
de transição dos túbulos seminíferos com o mediastino/rete testis.  
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Biometria e índice gonadossomático 

Figura 2 – Dados biométricos durante o desenvolvimento pós-
natal (média ± e.p.m.). A, peso corporal; B, peso testicular; C, 
índice gonadossomático (IGS).  
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Figura 3 - Diâmetro dos cordões e túbulos seminíferos em três diferentes 
regiões do parênquima testicular de suínos, durante o desenvolvimento 
pós-natal (média ± e.p.m.). Letras maiúsculas diferentes denotam 
diferenças entre idades para uma mesma região (p<0,05). 
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Figura 4 – Proporção volumétrica dos componentes do compartimento tubular em três 
diferentes regiões do parênquima testicular de suínos, durante o desenvolvimento pós-natal 
(média ± e.p.m.). Letras minúsculas e maiúsculas diferentes denotam diferenças entre regiões 
em uma mesma idade e entre idades para uma mesma região, respectivamente (p<0,05). 
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Figura 5 – Proporção volumétrica dos componentes do compartimento intertubular em três 
diferentes regiões do parênquima testicular de suínos, durante o desenvolvimento pós-natal 
(média ± e.p.m.). Letras minúsculas e maiúsculas diferentes denotam diferenças entre regiões 
em uma mesma idade e entre idades para uma mesma região, respectivamente (p<0,05). 
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Figura 6 – Morfologia do parênquima testicular de suínos pré-púberes (A – E) e pós-púberes (F). Aos 7 dias 
(A), observa-se cordões seminíferos (CS) constituídos por células de Sertoli imaturas e gonócitos (detalhe). 
Com 30 e 60 dias (B e C, respectivamente), ainda predominam os cordões seminíferos, porém, a célula 
germinativa mais avançada observada foi a espermatogônia do tipo A (ver detalhe). Já aos 90 dias (D) observa-
se que o processo de maturação dos túbulos seminíferos ocorre de maneira desigual, uma vez que são 
encontrados concomitantemente cordões, túbulos imaturos e túbulos seminíferos (TS), nos quais a célula 
germinativa mais avançada é a espermátide alongada (detalhe). Este mesmo padrão ainda pode ser observado 
aos 120 dias (E, detalhe superior), entretanto nos túbulos seminíferos o processo espermatogênico progride e 
espermátides alongadas no estádio 6 da morfologia tubular passam a ser observadas (cabeça de seta). Após a 
puberdade (180 dias, F) a espermatogênese já está completamente estabelecida em todos os túbulos 
seminíferos. Barra = 40 µm. 
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Figura 7 – Núcleo de célula de Sertoli aos 7 (A), 30 (B), 60 (C), 90 (D), 120 (E) e 180 (F) dias de 
idade. Em todas as idades pré-púberes investigadas (A – E), células de Sertoli imaturas exibem 
dois tipos nucleares morfologicamente distintos: arredondado/ovóide (setas) ou 
alongado/colunar (cabeças de seta). Após a puberdade (F), somente células de Sertoli 
maduras/diferenciadas com núcleo típico e nucléolo evidente (*) foram observadas. A- E, barra = 
30 µm; F, barra = 20 µm. 
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Figura 8 – Volume nuclear da célula de Sertoli em três diferentes regiões 
do parênquima testicular de suínos, durante o desenvolvimento pós-natal 
(média ± e.p.m.). Letras minúsculas e maiúsculas diferentes denotam 
diferenças entre regiões em uma mesma idade e entre idades para uma 
mesma região, respectivamente (p<0,05). 
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Figura 9 – Células de Leydig em diferentes regiões do parênquima testicular de suínos 
aos 7, 90 e 180 dias de idade. Observe que as células de Leydig próximas ou abaixo da 
túnica albugínea (A, D, G) e próximas ao mediastino (região de transição; C, F, I) são 
menores em comparação àquelas localizadas na região intermediária (B, E, H). TA, túnica 
albugínea; RT, região de transição; CS, cordões seminíferos; TS, túbulos seminíferos; L, 
células de Leydig. Barra = 40 µm. 
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Figura 10 – Volumes nuclear, citoplasmático e individual de células de Leydig localizadas em 
três diferentes regiões do parênquima testicular de suínos, durante o desenvolvimento pós-
natal (média ± e.p.m.). Letras minúsculas e maiúsculas diferentes denotam diferenças entre 
regiões em uma mesma idade e entre idades para uma mesma região, respectivamente 
(p<0,05). 
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Figura 11 – Índice de proliferação das células somáticas localizadas nas diferentes regiões do 
parênquima testicular de suínos, durante o desenvolvimento pós-natal (média ± e.p.m.). Letras 
minúsculas e maiúsculas diferentes denotam diferenças entre regiões em uma mesma idade e 
entre idades para uma mesma região, respectivamente (p<0,05). 
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Índices de proliferação de células somáticas 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

CAPÍTULO 2: EFEITOS DO TRATAMENTO PÓS-NATAL COM 

ACETATO DE LEUPROLIDE (LUPRON® DEPOT) NA 

HISTOFISIOLOGIA DO TESTÍCULO DE SUÍNOS. 
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CAPÍTULO 2 

EFEITOS DO TRATAMENTO PÓS-NATAL COM ACETATO DE LEUPROLIDE (LUPRON® 

DEPOT) NA HISTOFISIOLOGIA DO TESTÍCULO DE SUÍNOS 

Resumo 

O desenvolvimento pós-natal dos testículos em mamíferos é marcado por importantes 

modificações na estrutura e composição deste órgão, as quais são reguladas principalmente 

pelo FSH e LH e resultantes de complexas interações cruciais para a maturação dos 

elementos somáticos e germinativos. Estudos recentemente realizados em nosso laboratório 

demonstraram que em suínos a maturação dos túbulos seminíferos não ocorre de forma 

aleatória, e sim, de maneira regionalizada. Nesse contexto, os objetivos principais deste 

capítulo do presente trabalho foram os de se avaliar os efeitos da inibição do eixo 

hipotálamo-hipófise-gônada nos níveis de gonadotrofinas (FSH, LH), testosterona (T) e 17β-

estradiol (E2) e na estrutura e função de três diferentes regiões do parênquima testicular de 

suínos, tratados com leuprolide em duas diferentes idades. Dezenove suínos Landrace x 

Large White pré-púberes foram tratados com acetato de leuprolide (100 µgr/Kg/PC s.c.) aos 

35 (T35) e 70 (T70) dias de idade. Estes suínos [Controle, n=9; T35, n=4; T70, n=6;] tiveram 

seu sangue coletado em intervalos semanais e mensais, do início do tratamento até os nove 

meses de idade, com a finalidade de avaliar os níveis séricos de FSH, LH, T e E2. Ao final 

do experimento os suínos sexualmente maduros foram orquiectomizados e os fragmentos 

de seus testículos, utilizados para análises histomorfométricas, foram obtidos de três 

diferentes regiões do parênquima testicular conforme segue: a) próximo à túnica albuginea; 

b) na região de transição entre os túbulos seminíferos e a rete testis; e c) na região 

intermediária localizada entre as duas outras regiões investigadas. Os resultados 

encontrados mostraram que, apesar das concentrações séricas de LH, FSH e T não terem 

apresentado, de maneira geral, alterações marcantes em decorrência dos dois períodos de 

tratamentos com leuprolide, o tratamento foi efetivo, promovendo alterações significativas, 

particularmente na região intermediária do parênquima testicular em T35, para vários 

importantes parâmetros morfométricos avaliados, tais como: percentual e volume nuclear 

das células de Leydig, lume tubular e túnica própria. Em conjunto, os resultados obtidos no 

presente capítulo confirmam aqueles encontrados no capítulo anterior (Avelar et al., 2010), 

os quais mostraram que a região intermediária desempenha papel crucial no 

desenvolvimento testicular de suínos, principalmente a partir das células de Leydig, que 

funcionalmente se mostraram distintas daquelas localizadas nas outras duas regiões 

investigadas. Ainda, os resultados encontrados no presente capítulo sugerem que as células 
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Leydig localizadas na região intermediária foram mais susceptíveis ao tratamento realizado 

com leuprolide no início do segundo mês de idade.  

 

Palavras-chave: Suínos, desenvolvimento testicular pós-natal, GnRH, acetato de leuprolide, 

gonadotrofinas (FSH e LH), testosterona, células de Sertoli, células de Leydig, 

regionalização do parênquima testicular. 
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1. Introdução 

O desenvolvimento pós-natal em mamíferos é marcado por grandes modificações na 

estrutura e função testiculares, resultantes de complexas interações das células somáticas 

testiculares entre si e com as células da linhagem germinativa. Estas interações, reguladas 

por fatores intrínsecos e extrínsecos, são cruciais para os processos de maturação do 

parênquima testicular.  

O hormônio folículo-estimulante (FSH) é considerado o principal fator mitogênico 

para as células de Sertoli (Orth, 1982; Sharpe, 1994; França & Chiarini-Garcia, 2005). 

Considerando que, de maneira espécie-específica, as células de Sertoli apresentam 

capacidade de suporte relativamente fixa para células germinativas (Russell & Peterson, 

1984; Orth et al., 1988; França & Russel, 1998), o número destas células estabelecido no 

período pré-púbere determina, em última análise, o tamanho do testículo e a magnitude da 

produção espermática nos animais adultos (Berndtson et al., 1987; Hochereau-De Reviers 

et al., 1987; Orth et al., 1988; Orth, 1993; Hess et al., 1993; Johnson et al., 1994; França & 

Russel, 1998; França & Chiarini-Garcia, 2005; França et al., 2005).  

Apesar de estar bem estabelecido em roedores (ratos e camundongos), o papel do 

FSH na proliferação de células de Sertoli em suínos é considerado ainda controverso 

(Lunstra et al., 2003; McCoard et al., 2003; Wagner & Claus, 2009). Entretanto, trabalho 

desenvolvido por França e colaboradores (2000) demonstrou que os picos de proliferação 

de células de Sertoli (no primeiro mês de idade e pré-púbere) correlacionam-se 

temporalmente com aumentos nas concentrações plasmáticas de FSH. Neste sentido, 

aumento do comprimento dos túbulos seminíferos em suínos tratados com FSH durante a 

fase pós-natal inicial (8-40 dias de idade) foi observado, sendo o mesmo atribuído ao maior 

índice de proliferação das células de Sertoli em resposta a esta gonadotrofina (Swanlund et 

al., 1995). Após o estabelecimento da puberdade e durante toda a vida adulta dos animais, 

o FSH, juntamente com os andrógenos, regula diversas e importantes funções das células 

de Sertoli maduras, determinantes para o desenvolvimento do processo espermatogênico 

(Hess & França, 2007; O’Shaughnessy et al., 2009). 

A proliferação e a diferenciação das células de Leydig fetais são reguladas por 

diversos hormônios, tais como os esteróides sexuais (estrógenos e andrógenos) e o 

hormônio tireoidiano, e por fatores de transcrição como o GATA (Wu et al., 2007). À 

semelhança das células de Leydig fetais, a proliferação e diferenciação das células de 

Leydig do tipo adulto e suas progenitoras são também reguladas por diversos hormônios e 

fatores, dentre os quais podem ser mencionados o hormônio luteinizante (LH), a 

gonadotrofina coriônica humana (hCG), o fator de crescimento semelhante à insulina I (IGF-

I), o fator de crescimento tumoral (TGF) alfa e beta, FSH, o hormônio anti-Mulleriano (AMH), 
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estrógenos, hormônio tireoidiano e andrógenos (Rouiller-Fabre et al. 1998; Mendis-

Handagama & Ariyaratne, 2001; Wu et al., 2007). 

Na maioria das espécies já investigadas, as células de Leydig apresentam padrão de 

desenvolvimento bifásico que ocorre durante os períodos fetal e pós-natal (Gondos et al., 

1976). Já em suínos, e provavelmente em humanos e outras espécies de primatas, estas 

células mostram padrão de desenvolvimento trifásico (Dierichs et al., 1973; Van Straaten & 

Wensing, 1978; Griswold & Behringer, 2009). Assim, neste padrão, duas fases transitórias 

são observadas: a primeira ocorre no início do período fetal, enquanto as outras duas 

acontecem durante o período perinatal e por volta do 3º mês de idade, persistindo esta 

última durante a puberdade e maturidade sexual (Dierichs et al., 1973; Van Straaten & 

Wensing, 1978; França et al., 2000). Ainda em suínos, variações nas concentrações dos 

receptores de LH e andrógenos nas células de Leydig são encontradas, estando as mesmas 

diretamente associadas às alterações significativas observadas para o volume individual 

destas células (Dierichs et al., 1973; Van Straaten & Wensing, 1978; Peyrat et al., 1981; 

Lunstra et al., 1986; França et al., 2000; Tripepi et al., 2000).  

Estudos em equinos mostram que a maturação dos túbulos seminíferos ocorre de 

maneira não-aleatória (Bouin & Ancel, 1905; Nishikawa & Horie, 1955; Johnson, 1991; 

Clemmons et al., 1995). Recentemente, estes achados foram também observados em 

suínos (Ford & Wise, 2009; Avelar et al., 2010), nos quais foi demonstrado a existência de 

um gradiente de maturação, onde os túbulos seminíferos localizados na região intermediária 

do parênquima testicular iniciam esta maturação que se estende em seguida para a região 

central ou de transição com a rete testis e, mais tardiamente, para a periferia do órgão, 

próximo à túnica albugínea (Avelar et al., 2010). Ainda em suínos, foi demonstrado que as 

células de Leydig localizadas na região intermediária provavelmente são o fator primário na 

regulação deste padrão de desenvolvimento do parênquima testicular (Avelar et al., 2010). 

O acetato de leuprolide é um agonista/antagonista sintético de GnRH que, devido a 

sua formulação de longa duração (depot), em dose única, permite a liberação constante da 

droga por várias semanas após sua administração (Luan & Bodmeier, 2006). Os efeitos do 

tratamento prolongado com o leuprolide são bifásicos. Assim, inicialmente, observa-se uma 

fase estimulatória extremante curta (poucas horas) com elevação dos níveis plasmáticos de 

LH, FSH e testosterona, seguida de uma fase inibitória relativamente longa (semanas), com 

redução na secreção destes hormônios (Okada et al., 1994). Devido a estas propriedades, o 

leuprolide pode ser utilizado durante o período de desenvolvimento pós-natal dos testículos, 

com a finalidade de se investigar a proliferação das células de Sertoli e de Leydig e função 

testicular (Miranda, 2006). No único trabalho disponível na literatura para suínos utilizando-

se esta droga (Sinclair et al., 2001), foi demonstrado que após uma única aplicação de 
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acetato de leuprolide o efeito supressor máximo ocorre duas semanas após o tratamento, 

estendendo-se este efeito por um período de cerca de um mês. 

Considerando a importância das gonadotrofinas para a proliferação das células de 

Sertoli e de Leydig, e as interações celulares que ocorrem durante o desenvolvimento pós-

natal dos testículos, o principal objetivo do presente trabalho foi o de se avaliar os efeitos da 

inibição do eixo hipotálamo-hipófise-gônada, através do acetato de leuprolide, na estrutura e 

função testiculares de suínos Landrace x Large White sexualmente maduros, tratados em 

duas diferentes idades que antecedem o estabelecimento da puberdade. A partir do 

conhecimento recente mostrando a existência de gradiente de maturação dos túbulos 

seminíferos no testículo de suínos, o presente estudo também teve como objetivo investigar 

três diferentes regiões do parênquima deste órgão, tendo como pontos de referência a 

túnica albugínea e o mediastino testicular.   

2. Material e Métodos 

2.1. Animais 

Dezenove suínos Landrace x Large White provenientes da Fazenda Experimental 

“Prof. Hélio Barbosa” da Escola de Veterinária da Universidade Federal de Minas Gerais, 

foram utilizados. Estes animais foram distribuídos em três diferentes grupos conforme 

segue: controle (n = 9); T35 (n = 4); e T70 (n = 6). Os animais dos grupos T35 e T70 foram 

tratados com acetato de leuprolide (Lupron® Depot) conforme será descrito no item 3.2.3. 

Ao final do experimento, os suínos que na época contavam com 270 dias de idade, foram 

orquiectomizados. Os testículos destes animais foram separados do epidídimo, pesados e, 

com o auxilio de uma lâmina afiada, seccionados longitudinalmente. Após este 

procedimento, fragmentos do testículo foram obtidos de três diferentes regiões do 

parênquima testicular: próximo à túnica albuginea (TA); na transição dos túbulos seminíferos 

com o mediastino (rete testis) (RT); e na região intermediária (ID) entre TA e RT (Figura 1). 

Estas amostras foram fixadas por imersão em glutaraldeído tamponado 5%, incluídas em 

plástico (glicol metacrilato) e rotineiramente preparadas para análises histológicas e 

morfométricas. Antes da cirurgia, todos os suínos foram sedados pela via intramuscular com 

1 mg/Kg de azaperone (Destress, Des-Far Laboratórios LTDA, São Paulo, SP, Brasil) e 

anestesiados pela via endovenosa com 3 mg/Kg com a associação zolazepam e tiletamina 

(Zoletil 50; Virbac do Brasil, Ind. e Com. LTDA, São Paulo, Brazil). Todos os procedimentos 

cirúrgicos foram realizados por veterinários e seguiram as recomendações do Comitê de 

Ética em Experimentação Animal da Universidade Federal de Minas Gerais – 

CETEA/UFMG. 
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2.2. Avaliação do peso corporal 

O peso corporal dos suínos foi obtido ao nascimento (Dia 0) e a desmama (Dia 28). 

A partir do dia 35, quando os animais foram distribuídos em grupos, seguiram-se pesagens 

semanais até o 150º dia pós-natal, as quais foram então realizadas quinzenalmente até o 

final do experimento (Dia 270). Merece ser ressaltado que, embora os tratamentos com 

leuprolide tenham se iniciado aos 35 e 70 dias de idade (ver descrição detalhada no próximo 

item), independentemente do momento do tratamento os animais de todos os três grupos 

tiveram os seus pesos tomados desde o nascimento. 

2.3. Tratamento com acetato de leuprolide e análises hormonais  

A fim de se verificar o papel das gonadotrofinas em diferentes períodos do 

desenvolvimento testicular pós-natal de suínos, os animais foram tratados com o acetato de 

leuprolide (Lupron® Depot). Esta droga, com uma formulação de liberação lenta (depot), foi 

injetada s.c. em dose única de 100 µg/Kg PV aos 35 (T35) e 70 (T70) dias de idade. Os 

suínos controles, que também foram submetidos ao mesmo efeito da manipulação, 

receberam 0,8 mL de solução fisiológica estéril (veículo) pela também pela via subcutânea. 

Para avaliação dos níveis séricos dos hormônios folículo estimulante (FSH), luteinizante 

(LH), testosterona (T) e 17 β-estradiol (E2), as amostras de sangue foram obtidas entre 9:00 

e 10:00 horas da manhã, com freqüência semanal durante 7 semanas a partir da injeção de 

leuprolide, seguindo-se coletas mensais até os 9 meses, idade na qual todos os animais 

foram orquiectomizados. Entretanto, no presente trabalho serão apresentadas as 

concentrações hormonais correspondentes ao dia de início do tratamento (Dia 0), ao 

período compreendido entre a 1ª e 4ª semanas pós-tratamento, a 6ª semana após a injeção 

de leuprolide e a última idade, que corresponde ao final do período experimental (38ª 

semana). Vale mencionar que as amostras coletadas no dia 0 foram feitas imediatamente 

antes da injeção do leuprolide.  

As amostras de sangue obtidas foram centrifugadas e os soros coletados foram 

armazenados em freezer a -20º C até a avaliação dos mesmos. As concentrações séricas 

de FSH, LH, T e E2 foram determinadas por meio do método de quimioluminescência no 

equipamento Immulite 2000 (Siemens Medical Solutions Diagnostics, IL, USA), realizado 

pelo laboratório de análises clínicas Hermes Pardini. Merece ser ressaltado que, devido ao 

seu enorme custo financeiro, baseado no conhecimento prévio sobre os efeitos do leuprolide 

em suínos (Sinclair et al., 2001), bem como nos dados relativos ao desenvolvimento 

testicular desta espécie e das curvas de gonadotrofinas (FSH e LH) e de esteróides (T e E2) 

(Schwarzenberger et al., 1993; França et al., 2000), estas avaliações hormonais foram feitas 

nos intervalos/períodos acima mencionados, que foram por nós considerados críticos para o 



 

 

84 

 

objetivo do presente estudo. No entanto, apesar dos procedimentos adotados, pelo fato dos 

efeitos do leuprolide em suínos serem ainda pouco conhecidos, não podemos garantir que 

os intervalos por nós escolhidos foram totalmente adequados. Os altos custos das dosagens 

hormonais também limitaram o número de animais avaliados. Desta forma, dos nove 

animais controles, seis foram selecionados para as avaliações hormonais já mencionadas. 

Quanto aos suínos tratados, todos os quatro de T35 foram utilizados, enquanto somente 

quatro dentre os seis disponíveis foram investigados para T70. 

 

2.4. Morfometria testicular 

2.4.1. Proporção volumétrica e diâmetro dos túbulos seminíferos 

As proporções volumétricas dos componentes testiculares presentes nas três 

diferentes regiões do parênquima testicular foram determinadas através de microscopia de 

luz, em aumento de 400x, utilizando-se retículo com 441 intersecções ajustada à ocular do 

microscópio. Nesta análise, 15 campos escolhidos ao acaso e distribuídos em três 

fragmentos representativos de cada uma das regiões foram utilizados, perfazendo-se um 

total de 6615 pontos por região investigada. Em cada uma das três regiões investigadas, o 

diâmetro tubular médio por animal foi obtido a partir da mensuração ao acaso de 30 secções 

transversais de túbulos seminíferos que apresentavam contorno o mais circular possível. 

Estas medidas foram realizadas utilizando-se régua micrométrica adaptada a uma das 

oculares de 10x, em aumento de 400x. 

2.4.2. Células de Leydig 

O volume individual das células de Leydig foi obtido a partir do volume do núcleo e 

da proporção entre núcleo e citoplasma destas células. O volume do núcleo foi obtido 

utilizando-se a média do diâmetro nuclear, tendo sido avaliados 30 diâmetros nucleares para 

cada uma das regiões investigadas, por animal. O volume nuclear individual obtido foi 

expresso em (m3), utilizando-se a fórmula 4/3R3, onde R = diâmetro nuclear/2. Para 

calcular a proporção entre núcleo e citoplasma, foi utilizado retículo com 441 intersecções 

(pontos), em aumento de 1000x. Aproximadamente mil pontos sobre células de Leydig 

foram contados em cada uma das três diferentes áreas do parênquima testicular, para cada 

animal utilizado. 

2.5. Análise estatística 
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Todos os resultados obtidos foram expressos como média ± erro padrão da média 

(e.p.m.). Os mesmos foram submetidos à análise de variância (ANOVA) e posteriormente as 

médias obtidas foram comparadas utilizando-se o teste Student Newman-Keuls. Análise de 

correlação de Pearson foi também realizada entre os parâmetros investigados.  Para todos 

estes testes estatísticos utilizou-se o software STATISTICA 3.11 (StatSoft, Inc., Tulsa, 

Oklahoma, USA, 1995), sendo o nível de significância considerado igual a p<0,05. 

3. Resultados 

3.1. Pesos corporal e testicular e índice gonadossomático 

Conforme pode ser observado na figura 2, o peso corporal dos suínos dos três 

grupos avaliados foi semelhante até o 35º dia pós-natal. Entretanto, no grupo que recebeu 

injeção do acetato de leuprolide aos 35 dias, observou-se, uma semana após o tratamento, 

redução (p<0,05) no ganho de peso corporal, quando comparado aos animais controle. 

Embora de maneira geral esta tendência tenha se mantido até a idade de 180 dias, as 

diferenças encontradas não foram significativas. A partir desta idade, os pesos corporais em 

T35 mostraram flutuações também não significativas. Já nos suínos tratados aos 70 dias, 

não foram observadas flutuações evidentes no peso corporal. Desta forma, ao longo de todo 

o período investigado, a curva de desenvolvimento ponderal deste grupo foi bastante 

semelhante àquela do grupo controle e mesmo daquela obtida para os animais tratados aos 

35 dias de idade (figura 2 e 3A).  

 As figuras 3B e C mostram que, embora tanto o peso testicular quanto o índice 

gonadossomático tenham sido menores em T35 (~6% e ~9%, respectivamente), as 

diferenças encontradas não foram significativas (p>0,05). De maneira esperada, todos os 

grupos experimentais investigados mostraram correlação positiva e significativa (p<0,05) 

entre o peso corporal e o peso testicular (controle, r = 0,81; T35, r = 0,95; T70, r = 0,85). 

 

3.2. Concentrações séricas de FSH, LH, testosterona e 17 β-estradiol 

Os dados referentes às dosagens hormonais obtidas para os grupos T35 e T70 estão 

mostrados, respectivamente, nas tabelas 1 e 2. Conforme já foi mencionado, as 

comparações expressadas em semanas apresentadas nestas tabelas tiveram como ponto 

de referência o início do tratamento. No entanto, as idades dos animais nos diferentes 

grupos experimentais e seus controles correspondentes são as mesmas. Apesar de terem 

sido observadas tendências variadas para os diferentes hormônios avaliados durante o 

período investigado apenas para a testosterona foram encontradas diferenças significativas, 

particularmente para T35 na segunda semana após o tratamento, e na primeira e segunda 



 

 

86 

 

semana para T70. Embora não tenha apresentado significância estatística, em comparação 

com os respectivos controles para ambos os períodos de tratamentos os níveis séricos das 

gonadotrofinas FSH e LH mostraram nítida tendência de diminuição nas primeiras semanas 

após a injeção de leuprolide, especialmente entre o Dia 0 e a primeira semana. Por outro 

lado, os níveis destas gonadotrofinas aumentaram entre três e dez vezes na quarta semana 

após a injeção de leuprolide. Após a quarta semana, tanto nos controles quanto em T35 

estes hormônios apresentaram nítida tendência de aumento em seus níveis séricos. No 

entanto, apesar de seus respectivos controles terem apresentado esta mesma tendência, 

este aumento não ocorreu em T70. Em relação à testosterona e o 17 β-estradiol, embora 

não tenha havido diferenças significativas entre os grupos tratados e controles, seus níveis 

também apresentaram marcante aumento entre a terceira/quarta e a trigésima-oitava 

semanas, nos três diferentes grupos experimentais.  

3.3. Diâmetro dos túbulos seminíferos e proporção volumétrica dos componentes do 

parênquima testicular 

O diâmetro tubular foi semelhante entre os três grupos e entre as três regiões 

investigadas do parênquima testicular e ficou no patamar de 250-270 µm (figura 4). 

Tendência de maiores valores para este parâmetro foi observada para o grupo T35, 

particularmente nas regiões intermediária do parênquima testicular e próxima da túnica 

albugínea.  

Conforme pode ser visto na figura 5 (A e B), os percentuais de túbulos seminíferos e 

de epitélio seminífero foram semelhantes nos três grupos experimentais e nas diferentes 

regiões investigadas. No entanto, pôde ser notado que os valores encontrados para o grupo 

T35, particularmente para a região intermediária, foram nitidamente menores (p = 0,08). Em 

contraste, tendência exatamente oposta foi observada para o percentual de lume tubular, 

onde os valores para T35 na região intermediária foram significativamente maiores (~35 e 

~50%, respectivamente) do que aqueles encontrados para os grupos controle e T70 (figura 

5C).   

 Entre as três regiões investigadas do parênquima testicular, o percentual de túnica 

própria nos grupos controle e T70 foi maior (p<0,05) na região intermediária. Na 

comparação entre grupos, observou-se que em T35 houve redução de cerca de 40% 

(p<0,05) no percentual de túnica própria na região intermediária, quando comparado com o 

percentual encontrado na mesma região para os grupos controle e T70 (figura 4D). 

 O percentual total do compartimento intertubular não sofreu variações significativas 

entre regiões ou mesmo entre grupos experimentais. Entretanto, na região intermediária, 

quando se compara os três grupos investigados, foi possível observar tendência de maior 
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percentual (p>0,05) para este parâmetro em T35 (figura 6A). Com relação às células de 

Leydig, que é o principal componente do compartimento intertubular de suínos, diferenças 

regionais e entre grupos foram encontradas (figura 6B). Particularmente, o percentual de 

células de Leydig foi maior (p<0,05) na região intermediária para o grupo T35, o qual 

também apresentou maior percentual (~50%; p<0,05) em comparação com o grupo controle. 

 Quanto aos vasos sanguíneos, com exceção da região intermediária, as outras duas 

regiões do parênquima testicular investigadas mostraram tendência semelhante para este 

componente (figura 6C). Assim, verificou-se que os percentuais de vasos sanguíneos nos 

grupos controle e T35 foram maiores na região intermediária (p<0,05), em comparação com 

os valores encontrados para estes mesmos grupos nas outras duas regiões estudadas. Já o 

percentual de vasos linfáticos na região intermediária foi o menor (p<0,05) quando 

comparado com as outras regiões (figura 6D). Em relação ao percentual de tecido 

conjuntivo, apesar de não terem sido encontradas diferenças entre tratamentos na mesma 

região (p>0,05), os valores observados da região intermediária foram menores do que 

àqueles observados nas regiões próximas à túnica albugínea e a rete testis (figura 6E).

  

3.4. Células de Leydig 

 Em sua grande maioria, no presente experimento os parâmetros investigados para 

os volumes nuclear, citoplasmático e individual das células de Leydig apresentaram grande 

variação entre as três diferentes regiões do parênquima testicular. Assim, os referidos 

volumes mencionados para estas células que se encontravam na região intermediária foram 

maiores (p<0,05) do que aqueles das células presentes nas duas outras regiões (figura 7A-

C). Particularmente, na comparação entre grupos o T35 apresentou os maiores valores para 

os volumes nuclear, citoplasmático e individual das células de Leydig. No entanto, somente 

para o volume nuclear as diferenças observadas foram significativas (p<0,05) (figura 7A). 

4. Discussão 

O tratamento com o acetato de leuprolide, realizado em duas diferentes idades pré-

púberes de suínos Landrace x Large White, teve como objetivos principais inibir a secreção 

das gonadotrofinas e avaliar os possíveis efeitos desta inibição nos níveis séricos de LH, 

FSH, T e 17-β estradiol, durante o desenvolvimento pós-natal destes animais. Os efeitos 

deste tratamento na estrutura e função testiculares de três diferentes regiões do parênquima 

deste órgão também foram avaliados, especificamente nos suínos sexualmente maduros. 

No nosso conhecimento, esta abordagem experimental é a primeira a ser utilizada para se 

investigar os efeitos deste agonista/antagonista de GnRH na histofisiologia testicular desta 
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espécie doméstica de grande importância na produção animal. Os resultados encontrados 

mostraram que, apesar dos níveis séricos de LH, FSH e T não terem apresentado, de 

maneira geral, alterações marcantes, o tratamento foi efetivo, promovendo alterações 

significativas em vários importantes parâmetros morfométricos avaliados, especificamente 

na região intermediária do parênquima testicular de suínos sexualmente maduros. Em 

conjunto, estes resultados confirmam estudos anteriores (Avelar et al., 2010), os quais 

indicam que esta região desempenha papel crucial no desenvolvimento testicular desta 

espécie, principalmente a partir das células de Leydig, que funcionalmente se mostraram 

distintas daquelas localizadas nas outras duas regiões investigadas. Ainda, os resultados 

encontrados sugerem que, provavelmente, as células Leydig localizadas na região 

intermediária foram mais susceptíveis ao tratamento realizado com leuprolide no início do 

segundo mês de idade. 

A exposição ao acetato de leuprolide não afetou substancialmente o 

desenvolvimento corporal dos suínos investigados no presente estudo. Assim, a evolução 

do peso corporal dos mesmos seguiu tendência já citada na literatura para suínos Yorkshire 

tratados logo após o nascimento com dose similar àquela por nós utilizada (Sinclair et al., 

2001). Resultado semelhante foi também encontrado para ratos tratados ao nascimento com 

a dose de 250 µg/Kg de peso corporal de acetato de leuprolide (Miranda, 2006). Apesar do 

peso testicular e do índice gonadossomático dos suínos tratados aos 35 dias terem 

apresentado tendência de menores valores, as diferenças observadas não foram 

significativas e similares ao encontrado também em suínos (Sinclair et al., 2001), 

contrastando assim com os resultados obtidos em nosso laboratório para ratos adultos 

(Miranda, 2006).  

Baseando-se nas variações das concentrações séricas dos diferentes hormônios 

investigados no presente estudo, pode-se inferir que os tratamentos com o acetato de 

leuprolide na dose de 100 µg/Kg de peso corporal foram suficientes para reduzir, embora 

não significativamente, os níveis séricos de LH e FSH avaliados uma semana após o início 

de injeção da droga, os quais mostraram nítida tendência de aumento cerca de um mês esta 

injeção. Os níveis destas gonadotrofinas infelizmente não foram avaliados no único estudo 

disponível para suínos utilizando o leuprolide (Sinclair et al., 2001). No entanto, no trabalho 

realizado em ratos Wistar, o efeito supressor provocado pelo acetato de leuprolide resultou 

em redução dos níveis plasmáticos de FSH, que foram significativos em cerca de 40% das 

avaliações realizadas (Miranda, 2006). A tendência de redução observada nas primeiras 

semanas após o tratamento para os níveis de LH e FSH em suínos, seguida de aumento na 

4ª semana, correspondem, respectivamente, ao período de supressão provocado pelo 

tratamento com a formulação de longa duração (depot) do acetato de leuprolide e ao “efeito 

rebote” deste tratamento, quando os gonadotrofos localizados na adenohipófise voltam 
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então a ser responsivos aos estímulos do GnRH produzido no hipotálamo (Okada et al., 

1994; Miranda, 2006). Em ratos, este período supressor estendeu-se no mínimo até a 5ª 

semana após o tratamento, uma vez que o “efeito rebote” que resultou em elevados níveis 

de FSH se mostrou bastante evidenciado nesta espécie na 6ª semana (Miranda, 2006). Pelo 

fato de no presente estudo não termos mensurado os níveis de FSH na 5ª semana, não 

podemos excluir que o período de duração dos efeitos do leuprolide não seja mais longo. No 

entanto, de acordo com os valores obtidos para os níveis de FSH e LH na 6ª semana, 

podemos inferir que este “efeito rebote” poderia ser um pouco mais longo em suínos e 

assim, portanto, semelhante ao observado para o rato. Esta inferência seria mais lógica pelo 

fato da puberdade ocorrer mais tardiamente em suínos (~4 meses) quando comparado com 

ratos (~2 meses).       

A redução significativa por nós encontrada logo após os tratamentos para os níveis 

de testosterona foi semelhante ao observado em suínos Yorkshire (Sinclair et al., 2001) e 

deve ser considerada como efeito secundário, uma vez que, conforme já é sabido, o LH, que 

é o principal estímulo para a síntese de andrógenos nas células de Leydig, encontrava-se 

diminuído neste período. Assim, as mesmas tendências foram encontradas para os níveis 

de testosterona em suínos tratados com acetato de leuprolide e avaliados em diferentes 

períodos ao longo do desenvolvimento testicular pós-natal. Isto é, ao nascimento (Sinclair et 

al., 2001) e aos 35 e 70 dias (presente estudo), apesar destes suínos terem sido tratados 

com diferentes dosagens de acetato de leuprolide (100 µg/Kg, Sinclair et al., 2001 e 

presente estudo; 200 µg/Kg Sinclair et al., 2001). Estes resultados em particular reforçam 

que a dosagem de acetato de leuprolide por nós utilizada foi efetiva, uma vez que os efeitos 

da mesma não diferem daqueles encontrados por Sinclair e colaboradores (2001) com as 

duas dosagens já mencionadas.    

Durante o desenvolvimento pós-natal de suínos, observa-se um pico entre a 2ª e 4ª 

semanas de idade na concentração plasmática de testosterona, seguido por uma redução 

evidente que persiste por alguns meses (Schwazerberger et al., 1993, França et al., 2000). 

Este pico correlaciona-se diretamente com marcantes variações observadas no tamanho 

das células de Leydig (Van Straaten & Wensing, 1977; França et al., 2000). Com o 

estabelecimento da puberdade (~4-5 meses), observa-se novamente aumento na 

concentração de testosterona, a qual se mantém ao longo da vida adulta dos animais 

(Schwazerberger et al., 1993, França et al., 2000). Nos suínos tratados com leuprolide aos 

35 dias, a supressão do eixo hipotálamo-hipófise-gônada ocorreu exatamente no início do 

período no qual os níveis fisiológicos deste andrógeno já apresentavam tendência de 

redução. Por outro lado, naqueles tratados aos 70 dias, os níveis de testosterona 

encontravam-se em patamar mais elevado. Desta forma, os períodos nos quais os 

tratamentos foram realizados provavelmente refletiram na diminuição significativa, mais 
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rápida e ligeiramente mais duradoura, observada para os níveis deste importante andrógeno 

em T70. 

A concentração plasmática de estrógeno em suínos machos adultos pode atingir 280 

pg/mL, sendo esta a maior concentração encontrada entre as espécies domésticas já 

investigadas (Claus & Hoffmann, 1980). De acordo com Ford (1983), durante o 

desenvolvimento pós-natal de suínos observa-se um pico na concentração de estrógenos 

entre a 1ª e 3ª semanas de vida. Após este período, observa-se redução dos níveis deste 

esteróide que se mantêm em um patamar mais baixo até o estabelecimento da puberdade. 

Os estrógenos no trato genital masculino estão particularmente associados com a 

reabsorção do fluido tubular nos dúctulos eferentes e segmento inicial do epidídimo (Oliveira 

et al., 2001; Oliveira et al., 2004), e também como na função espermática e epididimária 

(Hess et al., 2001; Pearl et al., 2007; Carreau et al., 2009; Hoffmann et al., 2009). 

Especificamente em suínos, foi demonstrado que os estrógenos desempenham importante 

papel na regulação da proliferação das células de Sertoli (At-taras et al., 2006; Berger et al., 

2008). Os valores para 17β-estradiol encontrados no presente trabalho mostraram tendência 

semelhante àquela descrita na literatura. Entretanto, diferentemente do observado para a 

testosterona, nos períodos avaliados para ambos os grupos tratados com o acetato de 

leuprolide os valores encontrados para este esteróide mantiveram-se bastante próximos de 

seus respectivos controles. Desta forma, nas condições do presente experimento, podemos 

inferir que o tratamento com leuprolide parece não ter afetado a conversão de andrógenos 

em estrógenos. Finalmente, é importante mencionar que, para o grupo de animais tratados 

aos 35 dias (T35), devido a limitações das amostras (volume <500 µL), não foi possível 

obter a concentração de 17β-estradiol em todos os intervalos escolhidos para as avaliações 

hormonais. No entanto, ao que parece este aspecto não alterou a interpretação dos 

resultados obtidos para este hormônio. 

Nas diversas raças de suínos já investigadas, as células de Leydig compreendem 

cerca de 50-70% do parênquima testicular nas primeiras semanas após o nascimento, 

diminuindo este percentual para aproximadamente 25% aos 70 dias de idade (Van Straaten 

& Wensing, 1977; França et al., 2000; Avelar et al., 2010). Esta notável densidade das 

células de Leydig está provavelmente associada a importantes funções desempenhadas por 

estas células, durante a fase do desenvolvimento testicular que antecede o estabelecimento 

da puberdade nesta espécie (Avelar et al., 2010). Conforme foi observado no presente 

estudo, o percentual de células de Leydig na região intermediária foi maior nos animais 

tratados aos 35 dias, em comparação com as outras duas regiões avaliadas, e também 

entre grupos nesta mesma região, onde os suínos tratados aos 35 dias apresentaram maior 

percentual destas células em comparação com os animais controles. Da mesma forma, nos 

três grupos investigados os volumes nuclear, citoplasmático e individual das células de 
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Leydig foram maiores nesta região. No entanto, somente para o volume nuclear foi 

observada diferença entre grupos, onde, mais uma vez, o T35 apresentou o maior valor. 

Estes resultados sugerem fortemente que as células de Leydig localizadas na região 

intermediária são funcionalmente mais ativas e que estas células aí localizadas podem ter 

apresentado maior índice de proliferação no grupo T35, durante o período experimental. Em 

suínos, o único relato longitudinal (do nascimento à maturidade sexual plena), referente ao 

número total de células de Leydig por testículo, mostra que estas células exibem dois 

evidentes períodos de proliferação (França et al., 2000). O primeiro, antes da puberdade, 

ocorre entre 1 e 2 meses de idade, enquanto o segundo está compreendido entre 5 e 6 

meses, estando os mesmos correlacionados com picos de testosterona observados nestes 

períodos (França et al., 2000). Ainda de acordo com a literatura, as células de Leydig são 

insensíveis à estimulação produzida pelo LH no período compreendido entre a 4ª e a 8ª 

semanas pós-natal, sendo observada até mesmo redução no número de receptores para 

esta gonadotrofina (Vandalem et al., 1986). No entanto, a concentração de receptores de LH 

nesta célula tende a aumentar a partir da 12ª semana de idade (Peyrat, 1981; Vandalem et 

al., 1986). Entre os diversos fatores estimuladores da proliferação e diferenciação das 

células de Leydig do tipo adulto, o LH é um dos que apresentam papel mais estabelecido 

(Mendis-Handagama & Ariyaratne, 2001; Wu et al., 2007). Por outro lado, os estrógenos 

parecem exercer efeitos contrários aos do LH (Mendis-Handagama & Ariyaratne, 2001; Wu 

et al., 2007). Portanto, ao que parece, o aumento evidente na concentração sérica de LH, 

observado algumas semanas após a injeção de leuprolide em T35, pode ter ocorrido em 

uma fase na qual as células de Leydig localizadas na região intermediária do parênquima 

testicular estariam mais sensíveis aos efeitos estimulatórios promovidos por esta 

gonadotrofina. No entanto, como os estudos disponíveis até recentemente na literatura para 

suínos não levavam em consideração a regionalização funcional do parênquima testicular 

por nós agora estabelecida (Avelar et al., 2010), a interpretação acima aventada seria 

inédita e a primeira a fornecer subsídios neste aspecto.  

A formação do lume tubular que ocorre antes do estabelecimento da puberdade 

deve-se ao fluido secretado pelas células de Sertoli, em direção ao centro do cordão 

seminífero (Russell et al., 1989). Nesta fase de desenvolvimento, esta importante função 

exercida pelas células de Sertoli é regulada tanto pelo FSH quanto pelos andrógenos 

(Sharpe, 1994). Entretanto, com o estabelecimento da puberdade e durante a maturidade, 

este processo passa a ser controlado exclusivamente pela ação dos andrógenos (Sharpe, 

1994; De Gent et al., 2004). Nos animais adultos, em condições experimentais ou funcionais 

nos estádios do ciclo do epitélio seminífero que antecedem a espermiação, as possíveis 

alterações observadas no percentual de lume tubular podem estar associadas à maior 

sensibilização das células de Sertoli pelos andrógenos (Bremner et al., 1994; Sharpe, 1994; 
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Atassonova et al., 2006). No presente estudo, os suínos sexualmente maduros que 

receberam injeção de leuprolide aos 35 dias de idade mostraram maior percentual de lume 

tubular na região intermediária do parênquima testicular. Conforme já foi discutido, maior 

percentual, bem como maior volume nuclear, foram observados para as células de Leydig 

localizadas nesta região, resultados estes que sugerem fortemente maior atividade funcional 

para estas células esteroidogênicas. Portanto, podemos hipotetizar que as células de Leydig 

da região intermediária produziriam mais andrógenos, que estariam assim mais 

concentrados nesta região específica do parênquima testicular, promovendo maior secreção 

de fluido tubular. Independentemente destas considerações referentes à concentração de 

andrógenos, as células de Sertoli poderiam também ser mais responsivas aos andrógenos, 

o que provavelmente já seria suficiente para promover maior produção de fluido nos túbulos 

seminíferos. 

A importância do FSH para a proliferação das células de Sertoli em roedores de 

laboratório já está bem estabelecida na literatura e em camundongos knockout para o 

receptor desta gonadotrofina, tanto o número de células de Sertoli quanto o peso testicular 

estão significativamente reduzidos (Sharpe, 1994; Krishnamurthy et al., 2001; Sairam & 

Krishnamurthy, 2001; Miranda, 2006; O´Shaughnessy et al., 2009). Em suínos, o FSH 

também parece desempenhar importante papel na atividade mitótica destas células 

somáticas e os dois picos de proliferação das células de Sertoli (do nascimento ao primeiro 

mês de idade e entre 3 e 4 meses) são coincidentes com maiores níveis plasmáticos de 

FSH (França et al., 2000). No entanto, talvez refletindo os períodos de maior e menor 

proliferação das células de Sertoli de suínos, deve ser ressaltado que estas células nesta 

espécie parecem ser menos responsivas ao FSH durante o desenvolvimento pós-natal, 

particularmente após nove semanas de idade (Vandalen et al., 1986). À semelhança dos 

estudos desenvolvidos em ratos (Miranda, 2006), as análises histomorfométricas realizadas 

no presente trabalho não mostraram diferenças significativas para os percentuais de túbulos 

e epitélio seminífero. Por outro lado, em contraste com o presente estudo, tanto o diâmetro 

tubular quanto o peso testicular estavam significativamente diminuídos em ratos adultos 

tratados com leuprolide durante as primeiras semanas de vida (Miranda, 2006). Desta 

forma, independentemente das concentrações séricas de FSH obtidas nos diferentes 

períodos avaliados após os tratamentos, os resultados encontrados em nosso estudo para 

os parâmetros acima mencionados sugerem fortemente que o número de células de Sertoli 

por testículo não sofreu alteração evidente. 

À semelhança de vários outros parâmetros morfométricos, o percentual de túnica 

própria encontrado no presente trabalho mostra a mesma tendência já observada para 

suínos (Avelar et al., 2010), nos quais significativa variação regional foi encontrada para o 

percentual deste componente do compartimento tubular (Avelar et al., 2010). Em relação 
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aos diferentes grupos experimentais, nos suínos tratados aos 35 dias com o leuprolide o 

percentual de túnica própria foi significativamente menor. Conforme já é sabido, a túnica 

própria é constituída pelas células peritubulares mióides e pela membrana basal secretada 

tanto por este tipo celular quanto pelas células de Sertoli (Skinner et al., 1985; Skinner, 

2005; Dym, 1994; Cheng et al., 2009), e evidentes interações morfofuncionais são 

observadas entre estes dois tipos de células somáticas (Dym, 1994; Papadopoulus & Dym, 

1994; Skinner, 2005; Richardson et al., 1995). Neste sentido, camundongo knockout para 

receptores de andrógeno exclusivamente nas células peritubulares mióides foi recentemente 

desenvolvido, o qual, além de ser infértil, apresentou alterações na constituição da 

membrana basal, com progressiva diminuição da expressão de laminina (Welsh et al., 

2009). Apesar de nenhuma alteração morfofuncional evidente nos túbulos seminíferos ter 

sido notada no presente estudo, não podemos descartar que o tratamento com leuprolide 

em T35 tenha causado modificações na túnica própria. Um possível efeito direto ou indireto 

deste tratamento nas células de Sertoli não poderia também ser descartado. 
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Figura 1 – Representação das regiões do parênquima testicular 
das quais foram coletadas as amostras utilizadas no presente 
estudo. TA, túnica albugínea; ID, região intermediária; RT, região 
de transição dos túbulos seminíferos com o mediastino/rete testis.  
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Figura 2 – Curva de desenvolvimento corporal do nascimento (0) aos 270 dias de idade de 
suínos controle e tratados com acetato de leuprolide aos 35 (T35) e 70 (T70) dias de idade. 
Observe que aos 42 dias o peso corporal médio do grupo T35 foi menor quando comparado com 
o grupo controle (*; p<0,05).  
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Figura 3 – Peso corporal, testicular e índice gonadossomático (IGS) de suínos controles e 
tratados com acetato de leuprolide aos 35 (T35) e 70 (T70) dias pós-natal e orquiectomizados aos 
270 dias de idade (média ± e.p.m.).  
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Figura 4 – Diâmetro dos túbulos seminíferos em três diferentes regiões 
do parênquima testicular de suínos controles e tratados com acetato de 
leuprolide aos 35 (T35) e 70 (T70) dias pós-natal e orquiectomizados 
aos 270 dias de idade (média ± e.p.m.). TA, túnica albugínea; ID, 
intermediária; RT, região de transição. 

Diâmetro tubular 
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Figura 5– Proporção volumétrica dos diferentes componentes do compartimento tubular em três 
regiões do parênquima testicular de suínos controles e tratados com acetato de leuprolide aos 35 
(T35) e 70 (T70) dias pós-natal e orquiectomizados aos 270 dias de idade (média ± e.p.m.). 
Letras minúsculas e maiúsculas diferentes denotam diferenças entre regiões em um mesmo 
tratamento e entre tratamentos para uma mesma região, respectivamente (p<0,05). TA, túnica 
albugínea; ID, intermediária; RT, região de transição. 
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Figura 6 – Proporção volumétrica dos diferentes componentes do compartimento intertubular em 
três regiões do parênquima testicular de suínos controle e tratados com acetato de leuprolide aos 
35 (T35) e 70 (T70) dias pós-natal e orquiectomizados aos 270 dias de idade (média ± e.p.m.). 
Letras minúsculas e maiúsculas diferentes denotam diferenças entre regiões em um mesmo 
tratamento e entre tratamentos para uma mesma região, respectivamente (p<0,05). TA, túnica 
albugínea; ID, intermediária; RT, região de transição. 
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Figura 7 – Parâmetros de células de Leydig em três diferentes regiões do parênquima 
testicular de suínos controles e tratados com acetato de leuprolide aos 35 (T35) e 70 (T70) 
pós-natal e orquiectomizados aos 270 dias de idade (média ± e.p.m.). Letras minúsculas e 
maiúsculas diferentes denotam diferenças entre regiões em um mesmo tratamento e entre 
tratamentos para uma mesma região, respectivamente (p<0,05). TA, túnica albugínea; ID, 
intermediária; RT, região de transição. 
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Morfometria das células de Leydig 
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CONCLUSÕES 

 

 

 

 

 

O presente estudo foi o primeiro a investigar as modificações morfo-funcionais das 

células somáticas em três diferentes regiões do testículo durante o desenvolvimento pós-

natal de suínos. Assim, baseado nos resultados encontrados para a proliferação das células 

de Sertoli na região de transição e o grau de desenvolvimento dos túbulos seminíferos na 

região intermediária, pode-se concluir no presente trabalho que, à semelhança do 

observado em equinos, a maturação do testículo de suínos ocorre de maneira regionalizada. 

Ainda, os resultados obtidos sugerem que as células de Leydig localizadas na região 

intermediária do testículo de suínos são funcionalmente distintas daquelas encontradas nas 

outras duas regiões investigadas (transição e próximo à túnica albugínea), sugerindo que 

estas células estejam desempenhando papel crucial ao longo do desenvolvimento deste 

órgão. Neste contexto, a região intermediária se constitui como provável centro organizador 

durante o processo de maturação dos testículos de suínos  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ANEXO: TRABALHO IN PRESS 


