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Resumo

Este estudo teve como objetivo acompanhar o processo de
desenvolvimento testicular desde a fase indiferenciada até sua completa
formacido. EmbriGes e fetos de vacas da raca nelore (Bos faurus indicus)
foram obtidos em frigorificos préximos a cidade de Uberlandia, Minas
Gerais. As gonadas dos fetos e os embribes foram fixados em bouin
e processados para microscopica Optica convencional. A gonada foi
observada primeiramente em um embrido de 1,0 cm de comprimento.
Em embrides com 2,5 cm a presenca da albuginea permite a
identificacdo do sexo. A espessura média da albuginea variou de 29,08
a 558,46 mm. Gradativamente, observou-se aumento da
vascularizacao da albuginea e do parénquima. O mediastino encontrava-
se localizado centralmente. Houve uma diminuicao no espago ocupado
pelos cordoes testiculares de 63,71 para 41,99% do volume total dos
testiculos. O seu diametro variou de 31,68 a 48,80 mm. O diametro
das células germinativas (e dos seus nucleos) foi de 12,27(6,65) a
16,95 (14,21) mm, respectivamente. A quantidade de células
germinativas por corte transversal de cordao diminuiu de um maximo
de 2,80 para 0,76. O nimero total de células germinativas foi de 16 no
principio da colonizacio da gdnada para 18,32 x 10° no final do estudo.
O numero de células de Sertoli por corte transversal de cordao variou
de 10,00 a 16,25. Os resultados obtidos mostram que a origem ¢ a
formacao dos testiculos nos embrides e fetos de vacas da raga Nelore
(Bos taurus indicus) ocorre de forma muito semelhante ao do que ¢é
descrito para Bos taurus tanrus.
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Introducao

O testiculo desempenha importante
papel no processo de diferenciacio sexual.
Fatores testiculares (testosterona, hormonio
anti-Miilleriano) seriam os responsaveis pelas
substanciais diferencas entre macho e fémea
quanto a anatomia, fisiologia e comportamento'.
Do ponto de vista deste autor, o evento
critico na diferenciacio sexual dos
mamiferos deve-se provavelmente a acio
do gene determinante da formacao dos
testiculos (SRY), ligado ao cromossomo Y,
de tal modo que a sua expressao conduziria
a nao formacao das gonadas femininas, mas

sim das masculinas.

Quando da ocorréncia de gestagao
gemelar de sexos opostos, 0s ovarios sao
bastante modificados pelos testiculos,
podendo ser formada uma gonada estéril,
enquanto os testiculos se tornam
normalmente funcionais®. Tal fato evidencia
que o sexo genético, por si s6, nao é capaz
de assegurar o desenvolvimento normal dos
o6rgaos sexuais. Esse fenomeno ¢ sustentado
pela constatagio do nascimento de uma
potra XX de uma égua XY, positiva para o
antigeno Hy’.

A diferenciacio sexual do macho
poderia ser dividida em duas etapas. Na
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primeira, o sexo genético seria mediado
pelos cromossomos, a0 passo que na
segunda o padrdo cromossémico iniciaria
uma série de eventos em cascata, levando
ao desenvolvimento da goénada masculina®.
Essa secretaria esterdides e peptideos, os
quais seriam essenciais para o
desenvolvimento da genitalia interna e
externa, cabendo aos esterdides a mediacao
do sexo fenotipico.

Este trabalho objetivou caracterizar
o desenvolvimento testicular pré-natal de
embrides e fetos de vacas da raca Nelore,
determinar a fase de migracao das células
germinativas (CG) para a gonada
indiferenciada, o processo de colonizacao
da gbénada pelas células germinativas, sua
diferenciacio, e a consolidacao desses eventos
durante os diferentes periodos da gestacio.

Material e Método

O material foi coletado em frigorificos
proximos a cidade de Uberlandia-MG, durante
os anos de 1999, 2000 e 2001. Para tanto,
embrides e fetos de vacas da raca Nelore foram
medidos, no seu comprimento, da regiao
cefalica (com a cabe¢a em angulo de 90° em
relacdo a coluna vertebral) até a transicio
sacrococcigea. A idade gestacional foi estimada
aplicando-se as mensura¢oes obtidas a
formula DG = 84 + 0,087C + 546VC, onde
DG = dias de gestagdo e C = comprimento
do embtido ou feto’.

O sexo dos fetos foi determinado por
observacdo macroscopica de suas estruturas,
enquanto que o sexo dos embrides foi
identificado por PCR (Polimerase Chain
Reaction)’ realizada no Laboratério de Genética
Molecular da Universidade Federal de
Uberlandia, utilizando-se fragmentos dos
mesmos ou das membranas coério-
alantoidianas.

Os embrides foram fixados i fotum,
enquanto que dos fetos apenas os testiculos
foram coletados. O material foi fixado em
liquido de Bouin por 24 horas. Ap6s a fixagdo
os testiculos foram medidos quanto ao
comprimento, espessura ¢ largura e,
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postetiormente, preparados para microscopia
optica convencional em hematoxilina-eosina
(HE). Ap6s inclusao em parafina, foram feitos
cortes seriados dos embrides de cinco im de
espessura e, a cada 250 im de distancia, cinco
fragmentos foram avaliados, até obterem-se
cortes sobre as gonadas. Os testiculos foram
seccionados no terco médio, transversalmente
ao seu didmetro maior, aproveitando-se um
corte a cada 50 desprezados, num total de
cinco.

A preparagdo e avaliacdo das laminas
foram executadas no Laboratério de
Histologia do Instituto de Ciéncias Biomédicas
da Universidade Federal de Uberlandia (UFU),
no sentido de se determinar: inicio da formacio
e colonizacdo da gonada pelas células
germinativas (CG), numero e diametro das
CG, diametro dos cordoes testiculares,
espessura da albuginea, e quantidade de células
de Sertoli e de CG por corte transversal dos
corddes nos seus varios estadios de
desenvolvimento.

A quantificacio e as mensuragoes foram
teitas utilizando-se o software “HIL-Image”.
Como a contagem das células foi efetuada por
drea (mm?) do testiculo, os valores obtidos
foram multiplicados pela espessura do corte
(5 mm) para se obter o total de células em m’,
postetiormente transformado em mm?’. Por
fim, o nimero de células obtido em mm? foi
multiplicado pelo volume da gobnada,
calculado pela seguinte férmula:

V = 4/3nABC, onde V = volume do
testiculo em mm’, A = Comptimento/2, B =
Largura/2 e C = Espessura/2. Uma vez que
a espessura do corte foi menor que o didmetro
das estruturas medidas, e para evitar recontagem
dessas, dividiu-se o seu didmetro pela espessura
do corte, sendo o nimero total de células
encontrado dividido por este valor, obtendo-
se assim o numero de células da gonada.

Resultados e Discussao

As gonadas foram primeiramente
observadas em um embriao de 1,0 cm de
comptimento como um espessamento na
face medial dos mesonefros, proximo a raiz



Figura 1- Cortes transversais de embrido de 1 cm de comprimento
(27 dias de gestacdo, ABe C) ede fetode 5 cm (51 diasde
gestagdo, D) mostrando o inicio da formagao da gonada
(setas em A B e D). ms: mesonefron , mp: mesentério
primitivo, mt: metanefron, setas em C indicam células
germinativas. Coloracdo HE, aumento em A 40x, B 100x,
C400xeD 12,5x

do mesentério (Figuras 1 A e B).
Gradativamente afastavam-se do mesmo
enquanto este regredia (Figura 1D). A
localizagao das gonadas junto ao mesonefro
foi igualmente relatada em bovinos por
varios autores” 101,

A presenga das gonadas em embrido
de 1,0 cm (27 dias de gestacio), aproxima-
se da citagio de Wrobel e Sub'', os quais
registraram sua presenca entre 27 e 31 dias.
Nessa fase, células germinativas (CG) ja
estavam presentes em pequeno ndmero
(Figura 1C), facilmente diferenciadas das
outras células por serem maiores (12,27 a
16,95 um), citoplasma abundante e pouco
corado, com nucleo grande (7,38 2 8,91 um)
e esférico (Tabela 1). Houve um aumento
consistente no diametro das CG, com
pequena variagdo no didmetro dos seus
nucleos (Tabela 1).

Apresentavam-se soltas na periferia
da gonada, proximo ao mesogonadium. Dois
embrides, de 0,8 e de 1,0 cm, nao mostraram
sinais de formacio da gonada. A partir de
2,52 3,0 cm, CG revelaram-se organizadas
em corddes mal definidos, misturadas com
células de sustentac¢io de menor tamanho e
com pouco citoplasma e nicleo geralmente
menos esférico.

Em fetos a partir de 7,0 a 8,0 cm, os
cordoes foram gradativamente se definindo

35

Figura 2 - Cordoes testiculares em diferentes estadios de
desenvolvimento. Em A corte de testiculo de feto de 08 cm
de comprimento (64 dias de gestagdo), em Bde 10 cm (71
dias de gestagdo), em Cde 16 cm (91 dias de gestacao) e
em Dde 51 cm (176 dias de gestacao). cg: célula
germinativa, cm: células mioepiteliais, cs: célulade
sustentacao e seta lamina propria. Coloragao HE, aumento
emA, B e Cde 400x e D de1000x

(Figura 2), delimitados externamente por
uma lamina propria e por uma camada de
células com nucleo alongado (células
mioepiteliais). No interior dos corddes
ocorreram células pequenas (Figura 2D), de
nicleo esférico ou oval, distribuidas préximo
a lamina prépria, identificadas como
precursoras das células de sustentacio (células
de Sertoli). Células grandes, arredondadas,
de citoplasma amplo e levemente corado,
bem delimitadas de outras células, foram
localizadas mais interiormente, identificadas
nesse caso como células germinativas (Figura
2D). Seu nucleo, relativamente grande e
esférico, centralmente localizado, nao
apresentou variagdes substanciais de
didmetro.

Por sua vez, o diametro dos cordoes
aumentou 28,95 % (de 33,04 para 43,38
mm) durante o periodo estudado (Tabela
2), assim como o nimero de células de
sustentacao por corte transversal de cordio
(de 10 para 16,25, Tabela 2). Conforme
Santamarina e Reece'?, ao0s 90 dias o didmetro
dos cordoes foi de 34,3 (27-59) um, com
13 células de Sertoli/corte transversal. Aos
120 dias eles observaram diametro de 49,8
um (27-59), com relagdo de 17 células por
corte, aos 180m dias didmetro de 43,5 um
(39,1-50), com relagdo de 14 células e aos
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Tabela1- Numero médio de células germinativas (cg), diametro médio das cg (diacg), diametro médio dos nticleos das cg (dianucg) e nimero
de cg por corte transversal de cordao testicular em diferentes fases do desenvolvimento em fungao do comprimento em cm (comp)

de embrioes e fetos. Uberlandia, MG, 2001

comp cg diacg dianucg cgcot
0-1,0 16,00 12,27 7,38 -
1,1-2,0 3.251,00 12,69 6,65 -
2,1-3,0 41.225,00 13,46 7,40 .
3,1-7,0 340.730,00 14,03 7,29 1,00
7,1-10,0 467.662,00 14,83 8,47 2,13
10,1- 15,0 632.350,00 14,28 8,04 2,80
15,1- 24,0 1.539.412,00 15,24 8,09 2,28
24,1-39,0 4.122.417,00 16,52 8,80 1,74
39,1-53,0 6.415.611,00 16,04 8,52 1,10
53,1-66,0 10.668.000,00 16,29 8,46 0,91
66,1 - 85,0 18.322.100,00 16,95 8,91 0,76

200 dias diametro de 30,6 um (24,7-34,8)
com relagdo de 15 células, portanto, com
pouca variacao no didmetro dos cordoes e
no numero de células Sertoli por corte
transversal. Nao obstante, Hochereau-De
Reviers et al."” registraram incremento de 27
% no diametro dos corddes entre 42 ¢ 139-
150 dias, que aumentaram de 29 para 37
pm.

Os corddes caracterizaram-se por
apresentar células grandes, mas em pequeno
namero, localizadas mais no interior, e
células pequenas e abundantes na periferia.
Semelhantemente, essa estruturacio
morfologica foi descrita por diversos
autores' 1213141516 Parte dos resultados deste
estudo estd em consonancia com o
observado por Cardoso', também para a
raca Nelore. Ele descreveu a estrutura do
testiculo como sendo formada por corddes
compostos de dois tipos celulares: as CG e
as células de sustentacdo, delimitados por
uma tunica propria. Reportou também
diminui¢do no espago ocupado pelos
corddes e no numero de CG por corte
transversal e que, praticamente, nao ocorreu
alteracio no diametro dos corddes e no
numero de células de suporte por corte
transversal.

O numero de CG aumentou de 16
células no inicio de formagdo da gonada
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para 18,3 x 10° no final da gestagdo (Tabela
1), mesmo havendo uma diminui¢do no
numero de células por corte transversal de
cordao (de 2,8 para 0,8, Tabela 1). Este
aumento deveu-se, provavelmente, pelo
alongamento dos cordoes, fato comprovado
por Hochereau-De Reviers et al.”? que
registraram corddes com 2,8 m de
comprimento aos 42 dias e 550 m aos 139-
150 dias de gestagao. No trabalho de Wrobel
e Sub'! foi constatado que aos 27 dias a crista
gonadica continha poucas CG e que aos 32
dias estas se encontravam distribuidas
perifericamente na crista. Resultados
semelhantes evidenciaram CG aos 32 dias,
sendo que aos 39 dias a maioria dessas
encontrava-se restrita aos corddes, cujo
esboco mostrou-se caracterizado nesta
fase'”.

Em relato de Matschke e Erickson',
o nimero de CG aumentou de 44 aos 33
dias para 4,1 milhoes aos 110 dias,
permanecendo até os 200 dias, para alcangar
aproximadamente 13,4 x 10°aos 270 dias.
Hochereau-De Reviers et al."’, mostraram
que as CG aumentam de 0,22 x 10° aos 42
dias para 27 x 10° aos 139-150 dias. Em
cultivo, o numero de CG dobra em 2 dias"’.
No presente trabalho, o numero de CG por
corte transversal dos corddes decresceu
(Tabela 2). Observou-se também que a area
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Tabela2- Espessuramédia da albuginea (al), volume médio, em porcentagem, ocupado pelos corddes testiculares dentro dos testiculos (vol),
didametro médio dos corddes testiculares (diacord) e nimero médio de células de sustentagao por corte transversal de cordao testicular
(sus) em deferentes fases do desenvolvimento em funcao do comprimento em cm (comp) de embrides e fetos. Uberlandia, MG, 2001

comp al vol diacord sus

2,1-3,0 29,08 63,71 33,64 -
3,1-7,0 47,15 61,63 31,68 10,00
7,1-10,0 71,86 52,62 44,21 12,88
10,1- 15,0 66,58 59,13 43,30 10,47
15,1- 24,0 134,61 53,98 48,80 13,45
24,1-39,0 255,92 44,99 48,17 15,41
39,1-53,0 457,50 34,86 45,52 15,20
53,1-66,0 558,46 38,99 44,48 15,05
66,1 - 85,0 538,29 41,99 43,38 16,25

ocupada pelos cordoes diminuiu em relagao
20 intersticio, caindo de 63,3 % no inicio da
formacio da gonada para 42,3 % no final
do estudo (Tabela 2). Entretanto,
Hochereau-De Reviers et al.” relataram que
os corddes ocupavam 42 % dos testiculos,
nio havendo vatiacao durante a vida fetal.

A tanica albuginea apareceu em
embrides de 2,5 cm, tornando-se mais
espessa com o avangar da gestagao (de 29,08
para 538,29 pum, Tabela 2), composta de
células com nucleo alongado, exceto aquelas
da periferia que possufam nucleo esférico.
Sua parte mais profunda continha vasos
sangiifneos que aumentaram em numero e
diametro. HEste aumento na vascularizacio
também foi citado por Gropp e Ohno’. A
albuginea emitia ténues proje¢des (septos) na
direcdo do mediastino, levando junto os
vasos sangiineos que se distribufam pelo
parénquima.

Neste estudo, os testiculos foram
histologicamente reconhecidos como tal em
fetos de 2,5 cm (38 dias de gestacao),
evidenciados pela presenca da albuginea e
cordoes, enquanto que Vigier, Prépin e Jost'®
nao reportaram nenhuma diferenca até 39
dias, para somente entre 41-42 dias (embrides
de 24 mm) surgirem os primeiros corddes e
inicio de formacao da albuginea. Aos 42 dias
(embrides de 27 mm) a gbnada se encontrava
diferenciada’. Em embrides de até 30-35 mm
ndo houve diferenciacio entre testiculo e

ovario, mas em embrioces de 43-52 mm a
formacao da albuginea e a segregacio celular
dentro do blastema gonadal ocorreram
rapidamente, permitindo sua caracterizagio’.
A presenca da albuginea aos 33 dias permitiu
a diferenciacdo entre macho e fémea'’.

O mediastino comecou a se formar
em embrides a partir de 3,0 cm, ocupando a
parte central do testiculo e percorrendo seu
eixo longitudinal. No seu interior, a partir de
7,0 cm, formou-se a refe testis, composta de
canais, delimitados por células com nucleo
alongado e diametro maior perpendicular a
luz dos canais, mais tarde que o citado por
Gropp e Ohno’, que a observaram em fetos
de 43-52 mm.

Os testiculos foram localizados no
canal inguinal ou no escroto em fetos a partir
de 20 cm de comprimento. A migragiao dos
testiculos em direcio ao escroto ndo ocotreu
antes dos 70 dias (embtides de 115 mm)’, e
segundo Gier e Marion', as génadas
atingiram o anel inguinal entre 100-105 dias,
alcancando o escroto aos 140 dias.

Os resultados obtidos na presente
investigacdo revelaram que a origem e a
formacio dos testiculos nos embrides e fetos
de vacas da raca Nelore (Bos faurus indicus)
ocorre de forma semelhante ao descrito para
embrides e fetos de fémeas da subespécie Bos
lanrus taurus.
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Morfogenesis of Testis From Embryos and Fetuses of Nelore Breed

Cows (Bos taurus Indicus)

Abstract

The aim of this study was to accompany the process of testicular
development from the non-differentiable phase to its complete
formation. Embryos and fetuses of Nelore breed cows (Bos Taurus
indicus) were obtained in slaughterhouses near the Uberlandia city,
Minas Gerais. The gonads and the embryos were fixed in Bouin’s
fixative and afterwards processed for conventional optical microscopy.
The gonadal was observed firstly ina 1.0 cm long embryo. In 2.5 cm
long embryos the presence of the albuginea allows the sex
identification. The mean thickness of the albuginea ranged from
29.08 to 558.45 mm. Gradually increase of vascularization of the
albuginea and parenchyma is observed. The mediastinum is located
centrally. There was a decrease in the space occupied by the testicular
cords, from 63.71 to 41.99% of the total testes volume. Its diameter
ranged from 31.68 to 48.80 mm. The diameter of germinal cells (and
their nuclei) was from 12.27 (6.65) to 16.95 914.21) mm. The quantity
of germinal cells by cross section of cord decreased from a maximum
of 2.80 to 0.76. The total number of germinal cells was from 16 at the
beginning of colonization of the gonad to 18.32 x 10° at the end of
the study. The number of Sertoli’s cells by cross section of cord
ranged from 10.00 to 16.25. The results obtained show that the
origin and formation of testes in embryos and fetuses from Nelore
breed cows (Bos taurus indicus) does occur in a very similar way to what

Key-words:
Bovines.
Gonad.
Germinal cells.
Sertoli’s cells.
Albuginea.

is described for Bos taurus tanrus.
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