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MORFOGENESE DO TESTiCULO DE EMBRIOES E FETOS DE VACAS DA
RACA NELORE (Bos taurus indicus)

RESUMO - Este estudo teve como objetivo acompanhar o processo de
desenvolvimento testicular desde a fase indiferenciada até sua completa
formagao. Embrides e fetos de vacas da raga Nelore (Bos taurus indicus) foram
obtidos em frigorificos. Imediatamente apds o abate das fémeas, o utero era
aberto e os embrides e fetos coletados. As gbnadas e os embrides menores
foram fixados em Bouin e processados para microscopica Optica convencional.
Foi realizada a PCR (Reacdo em Cadeia da Polimerase) dos embrides cujo
sexo nao pode ser identificado macroscopicamente. A crista gonadica foi
observada, primeiramente, em um embrido de 1,0 cm de comprimento. Em
embrides com 2,5 cm de comprimento, a presenga da albuginea permitiu a
identificacdo do sexo. A espessura média da albuginea variou de 29,1 a 558,5
um. O mediastino encontra-se localizado centralmente. Houve uma diminuicéo
no espacgo ocupado pelos corddes testiculares de 63,7 para 42,0% do volume
total dos testiculos. O seu didametro variou de 31,7 a 48,8 um. O didmetro das
células germinativas (e dos seus nucleos) foi de 12,3 (6,6) a 16,9 (14,2) um. A
quantidade de células germinativas, por corte transversal de cordao, diminuiu
de um maximo de 2,8 para 0,8. O numero total de células germinativas
aumentou de 16, no principio da colonizacdo da génada, para 18,3 x 10° no
final do estudo. O numero de células de Sertoli, por corte transversal de
cordao, variou de 10,0 a 16,2. Os resultados obtidos mostram que a origem e a
formagao dos testiculos nos embrides e fetos de vacas da raga Nelore (Bos
taurus indicus), ocorrem de forma muito semelhante a descrita para Bos taurus

taurus.

Palavras-Chave: albuginea, bovinos, células germinativas, células de Sertoli,

diferenciagao sexual, gbnada, Zebu
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MORPHOGENESIS OF THE 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 indifferentiable 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.
As soon as the females were slaughtered, the uterus was opened and the
embryos and fetuses gathered. The gonads and the smaller embryos were
fixed in Bouin’s fixative and afterwards processed for conventional optical
microscopy. It was carried out the PCR (Polymerase Chain Reaction) from
parts of embryos whose sex could not be identified macroscopically. The
gonadal ridge was observed firstly in a 1.0 cm long embryo. In 2.5 cm long
embryos the presence of the albuginea allowed the sex identification. The
mean thickness of the albuginea ranged from 29.1 to 558.5 um. Gradually
increase of vascularization of the albuginea and parenchyma was
observed. The mediastinum was located centrally. There was a decrease
in the space occupied by the testicular cords, from 63.7 to 42.0 % of the
total testes volume. Its diameter ranged from 31.7 to 48.8 um. The
diameter of germinal cells (and their nuclei) ranged from 12.3 (6.6) to 16.9
914.2) um. The quantity of germinal cells by cross section of cord
decreased from a maximum of 2.8 to 0.86. The total number of germinal
cells was from 16 at the beginning of colonization of the gonad to 18.3 x 10°
at the end of the study. The number of Sertoli’s cells by cross section of
cord ranged from 10.0 to 16.2. The results showed 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 is described for
Bos taurus taurus.

Key words: albuginea, bovines, germinal cells, gonad, Sertoli’'s cells,

sexual differentiation, Zebu.



1. INTRODUGCAO

Existem diferencas marcantes entre bovinos Zebus (Bos taurus indicus) ¢
taurinos (Bos taurus taurus). O Zebu apresenta grande rusticidade para ser criado em
condicdes tropicais, entretanto mostra-se com puberdade mais tardia e com ganho de
peso mais lento que o europeu. O rebanho bovino brasileiro ¢ composto
predominantemente do grupo genético Zebu. Assim, deve-se aprofundar os estudos
sobre essa subespécie para se ampliarem os conhecimentos sobre a origem de tais
diferencas e, com isso corrigirem-se as desvantagens.

No aspecto da reproducao, nada mais interessante do que se iniciarem 0s
estudos pela origem e diferenciacdo dos o6rgdos sexuais. Eventos que ocorrem durante o
desenvolvimento embriondrio-fetal, terdo seus efeitos, muitas vezes, observados apenas
quando o animal alcanga a puberdade. Dependendo do sexo genético, o novo individuo
que esta se formando, podera dar origem a 6rgdos genitais masculinos ou femininos.
Este ¢ o estadio indiferenciado. O caminho a ser seguido no processo de diferenciagao,
que ¢ bastante complexo, ¢ determinado pela constituicdo cromossémica do individuo.
Este fato desencadeia a diferenciacdo que pode ser dividida em etapas sucessivas como
mostrou SHORT (1982). Primeiramente, observa-se o estabelecimento do sexo
genético (XX ou XY), que determinara o sexo gonadico (testiculo ou ovario) e, por sua
vez, induzira o sexo fenotipico (hormonal, genital e cerebral).

A maioria dos mamiferos apresenta grande dimorfismo nas carateristicas
que distinguem os dois sexos. O principio deste dimorfismo ocorre muito precocemente
na fase embrionaria, em fun¢do do sexo genético de cada individuo. Embora seja a
genética o fator determinante, as interagdes desta com o ambiente sdo fundamentais.
Aqui, deve-se entender, como ambiente, o interior das células e os fluidos que as
envolvem. Substincias produzidas nesse ambiente, sob controle genético, sdo as
executoras do processo de diferenciagdo que, como ja foi dito, comega durante a
embriogénese e estard concluido apenas na puberdade. Assim, entende-se a importincia
de se conhecerem os pequenos detalhes de um delicado complexo de eventos que, em

cascata, determinam o sexo genético, gonadal e fenotipico.



O testiculo desempenha o papel principal nesse processo. A sua presenca
implica o desenvolvimento das estruturas masculinas e bloqueio das femininas; a sua
auséncia permite o aparecimento dos Orgdos sexuais femininos. Falhas nas fungdes
testiculares ou na agdo das substincias por eles secretadas resultam em uma variedade
de anormalidades como pénis hipoplasico com hipospadia, presenga de utero; ducto
deferente, vasos pampiniformes e testiculo no canal inguinal, as descritas por
JOHNSON (1983). Segundo MITTWOCH (1977), em embrides mamiferos, androgenos
secretados pelos testiculos seriam necessarios para manter os ductos de Wolf. Outras
secrecdes testiculares bloqueariam os ductos de Miiller. Na fémea, a regressdo dos
ductos de Wolf e a manutencao dos ductos de Miiller ocorrem espontaneamente. KARL
& CAPEL (1998) citaram que, em camundongos, as células de Sertoli seriam as
primeiras células somaticas a se diferenciarem nos testiculos, pela expressao do Sry, o
gene determinante masculino, para ter um papel fundamental no desenvolvimento
testicular. Estas células seriam as produtoras do antigeno HY que induziria a
diferenciagdo da gonada, embora a presenca deste antigeno ndo garantisse a
diferenciagdo, pois, segundo WACHTEL (1977), outros fatores seriam necessarios,
como um gene ativador para o locus estrutural do HY e outro gene que codificasse para
receptores-HY especificos.

Segundo LOVELL-BADGE (1993), seriam os fatores testiculares
[testosterona, hormdnio anti Miilleriano (AMH)] os responsaveis pelas dramaticas
diferencas entre macho e fémea quanto a anatomia, fisiologia e comportamento. O
evento critico na diferenciacao sexual dos mamiferos seria a agao do gene determinante
do testiculo (SRY) ligado ao cromossoma Y, capaz de mudar o caminho de agdo do
gene que levaria & formacdo dos ovarios, para a formagdo do testiculo (LOVELL-
BADGE, 1993). Quando da ocorréncia de gestacdo gemelar com sexos opostos, 0s
ovarios da fémea sdo bastante influenciados pelos testiculos, até uma gonada estéril,
enquanto estes tornam-se normalmente funcionais (MITTWOCH, 1977). Esse fato
mostra que o sexo genético por si s ndo ¢ capaz de assegurar o desenvolvimento
normal dos 6rgdos sexuais. O relato de SHARP et al. (1980) também confirmou esta
constatagdo, mostrando que uma égua (XY), positiva para o antigeno HY, gerou uma

potra (XX). EVANS & SACK (1973) propuseram que o desenvolvimento pré-natal, que



inclui o periodo da fertilizagdo até o nascimento, seria caracterizado por uma série de
mudancgas morfologicas internas e externas. A documentacdo do desenvolvimento
normal durante esse periodo ¢ imprescindivel para que se possam entender as
conseqiiéncias de influéncias nocivas durante as diferentes etapas da gestacao.

De acordo com HIORT & HOLTERHUS (2000), a diferenciagdo sexual do
macho poderia ser dividida em varias etapas. O sexo genético seria mediado pelos
cromossomos; 0 padrdo cromossdmico iniciaria uma série de eventos em cascata,
levando ao desenvolvimento da gonada masculina. A godnada secretaria esteroides e
peptideos os quais seriam essenciais para o desenvolvimento da genitalia interna e
externa, cabendo a estes hormonios a mediagdo do sexo fenotipico.

Pelo exposto e pela falta de trabalhos abordando o desenvolvimento
gonadico em zebuinos, especialmente na raca Nelore, justifica-se a realizagdo do
presente estudo.

O objetivo foi caracterizar o desenvolvimento testicular pré-natal de
embrides e fetos de vacas da raga Nelore nos seguintes aspectos:

1. local de formacao da gonada;

2. quando ocorreu a migracdo das células germinativas para a gbénada

indiferenciada;

3. o processo de colonizacdo da goénada pelas células germinativas,

determinando seu nimero, tamanho, forma e coloragao;

4. formacao dos corddes testiculares, da albuginea, do mediastino com rete

testis;

5. e a consolidagdo desses eventos durante os diferentes periodos da

gestacao.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Origem e migracio das células germinativas (CG)

Segundo McLAREN (1992), as células germinativas poderiam ser definidas
como aquelas cujos descendentes formam gametas. As suas precursoras originavam-se
no ectoderma (epiblasto) embrionario (McLAREN, 1983; LAWSON & HAGE, 1994).
Em camundongos, antes da gastrulacdo e no seu inicio, estas células seriam transferidas
para o endoderma do saco vitelinico (LAWSON & HAGE, 1994).

De acordo com McLAREN (1992), provavelmente, em camundongos, as células
progenitoras das células germinativas (CG) alcancavam sua localizacdo extra-
embriondria quando da passagem pela fenda primitiva, junto com a primeira onda de
mesoderma extra-embriondrio. O significado da localizagdo extra-embrionaria das
células germinativas, durante a gastrulacao, permanece obscuro. Em aves e ras, as CG
sdo seqiiestradas para fora do embrido durante a gastrulacdo e, somente mais tarde,
retornam para o embrido. As células dentro do embrido estariam, talvez, sujeitas a
pressdo para diferenciacdo durante este periodo crucial, o que ameacaria a
totipotencialidade que as CG necessitam preservar. Segundo McLAREN (1988), nos
mamiferos, a transformacdo das células germinativas em ovogonias ou espermatogdnias
ndo dependeria de sua constituicdo cromossdmica e sim do ambiente tecidual. Algumas
células ndo alcangariam a crista gonadica e colonizariam o primordium adrenal ou a
regido mesonéfrica. Nas fémeas de camundongos, todas as células, independentemente
da sua localizacdo, entrariam em meiose em algum momento; 0 mesmo ocorreria no
macho em relag@o a todas as da adrenal e algumas (ndo todas) da regido mesonéfrica
(ZAMBONI & UPADHYAY 1983). McLAREN (1992) sugeriu que o testiculo de
camundongos produzisse alguma substidncia que inibisse as células germinativas de
entrarem em meiose no seu interior ¢ nas suas vizinhancas. Poderia ser o HAM
(hormdnio anti-Mulleriano ) conhecido por ter efeito inibidor da meiose.

Quando as gonadas de camundongos machos de 11,5 dias pds-copula (dpc) eram
cultivadas, as células de Sertoli diferenciavam-se e formavam corddes. Quando, no

entanto, as gonadas eram de 10,5 dpc, as células de Sertoli se desenvolviam lentamente,



ndo havendo a formagdo de corddes e as células germinativas entravam em meiose
como no ovario (McLAREN & BUEHR, 1990).

MINTZ (1959) relatou que em camundongos, grandes células seriam
primeiramente detectadas no saco vitelinico. Gradualmente, eram transferidas de sua
posicdo, aparecendo no intestino, mesentério dorsal, raiz do mesentério, angulo
celomico e, finalmente, na crista gonadica. Seu nimero aumentava, consideravelmente,
durante o periodo migratorio de menos de 100 para mais de 5000 (CHIQUOINE, 1954;
MINTZ & RUSSELL, 1957). GINSBURG et al. (1990) observaram 100 células
germinativas (fosfatase alcalina positivas) em embrides de camundongos aos 7,25 dias
pos-copula, localizadas em uma posicao extra-embrionaria.

MACKAY (2000) citou que, em mamiferos, as CG retornavam para o embrido
passivamente, no momento em que o saco vitelinico era incorporado pelo intestino
posterior. Elas migravam, por movimentos amebodides para o mesentério dorsal e ao
redor do angulo celdomico, para alcangar seu destino. BLANDAU et al. (1963) também
citaram que as CG de camundongos migravam ativamente por movimentos ameboides.
Em embrides de ovelhas, aos 24 dias de gestacdo, ja foi possivel observar células
germinativas localizadas na crista gonadica (ECKERY et al., 1996).

As gonadas de camundongos sdo capazes de exercer um efeito quimiotatico
sobre as CG (GODIN et al., 1990). O epitélio celomico, 0 mesénquima e os tibulos
mesonéfricos sdo potenciais contribuidores da origem das células somaticas (MACKAY
et al., 1989). O epitélio celdomico, no camundongo, também originaria as células de
Sertoli e outras células somaticas. Observou-se, ainda, que, no camundongo, algumas
das células intersticiais, incluindo as células midides, sdo fornecidas pelo mesonefro
(BUEHR et al., 1993)

Em suinos, as CG mostravam-se diferenciadas das células vermelhas e outras
células da linhagem somadticas pelo seu grande tamanho e, em cultivo, o seu numero

dobrava a cada 2 dias (SHIM & ANDERSON, 1998).



2.2 Formacao das gonadas

Para MACKAY (2000), a gonadogénese, em mamiferos, iniciava-se com o
aparecimento de um espessamento do epitélio celomico na face medial do mesonefro.
GROPP & OHNO (1966) citaram o fato de que em mamiferos e outros vertebrados a
diferenciagdo gonadica iniciava-se depois que a migragdo das CG tivesse sido
completada. Nao consideraram o sexo cromossomico das CG como um fator decisivo
em direcionar a diferenciacdo da gonada para testiculo ou ovario. GROPP & OHNO
(1966) citaram, ainda, que, em embrides bovinos com 15 mm, uma dobra gonadica ja
podia ser identificada. Com 30-40 mm, o revestimento celomico da crista gonadica
consistia de uma fina camada de células cubo-cilindricas com ntcleos arranjados
perpendicularmente a superficie. Nesse momento, as CG praticamente completavam a
migracdo. As gonadas de machos e fémeas de 30-35 mm ndo mostravam diferencas
morfologicas pela histologia convencional. O nuimero de CG aumentava
consideravelmente na periferia da gonada da fémea e diminuia no macho. No macho de
43 a 52 mm, elas moviam-se para o centro. Neste momento, a formagao da albuginea e
a segregacao celular dentro do blastema gonadal ocorriam rapidamente (formagdo dos
corddes). As células mesenquimais imediatamente abaixo do revestimento celomico,
apresentavam-se arranjadas em uma camada densa que incluia uma lamina vascular
localizada no tergo interno desta tiinica. Mitoses dentro dos tibulos foram observadas e
representavam a proliferacao das CG, as quais corresponderiam, agora, aos precursores
das espermatogonias. Ainda de acordo com GROPP & OHNO (1966), em uma area
mais central, ndo se observava segregacdo e nem células germinativas onde se originava
a rete testis. De 170 a 370 mm, abundantes células intersticiais foram observadas. As
CQG, dentro dos tibulos, eram reconhecidas pelo seu grande tamanho, ao passo que, com
710 mm, ndo ocorriam mudangas importantes.

De acordo com MATSCHKE & ERICKSON (1969), a crista gonadica foi,
primeiramente, observada na face ventro-medial do rim mesonéfrico de bovinos aos 32
dias. A tunica albuginea foi identificada aos 33 dias, marcando, assim, a diferencia¢ao

microscopica entre ovario e testiculo.



MOUSTAFA & HAFEZ (1971) observaram, em bovinos que aos 42 dias (2,7
cm) a gonada ja estava diferenciada em testiculo, com corddes seminiferos centrais,
tecido conectivo, células endoteliais e limite periférico de uma camada de células. Aos
51 dias (4,5 cm), uma membrana basal delimitava cada um dos tubos. Aos 63 dias (8
cm), grandes células intersticiais apareciam e, aos 69 dias, apresentavam-se numerosas
entre os tibulos e na subtinica. Entre 200 e 240 dias (58 e 83 cm), os tibulos
seminiferos continuavam alongando e enrolando-se. O espago intertubular tornava-se
menos celular.

Para VAN VORSTENBOSCH et al. (1986), aos 28 dias pds-coito, o testiculo de
suinos consistia de 4 compartimentos: na superficie, uma ou algumas camadas de
c¢lulas mesoteliais; uma camada periférica de células mesénquimais (futura albuginea);
corddes sexuais semelhantes a esponja e espaco entre os corddes.

BYSKOV (1986) citou que trés eventos caracterizavam a diferenciacao
testicular de mamiferos: as CG e as células de Sertoli eram seqiiestradas no interior dos
corddes testiculares, as células produtoras de  esterdides diferenciavam-se e os
testiculos ficavam arredondados.

Segundo VIGIER et al. (1976), até os 39 dias, nenhuma diferenciacao clara foi
observada nas gonadas de bovinos, constituidas por uma massa de mesénquima sem
estruturas bem definidas, limitadas na periferia pelo epitélio celomico. Entre 41 e 42
dias (24 mm), foram reconhecidos os primeiros corddes seminiferos e o inicio da
formagao da albuginea. A diferencia¢do e a organizagdo dos corddes seminiferos, no
interior da gonada, continuava até os 110 dias (final do estudo), sem lume. As primeiras
ilhotas de células intersticiais foram nitidamente visiveis aos 45 dias (29 mm), entre os
corddes em desenvolvimento. Este estadio precede a masculinizagdo dos 6rgaos genitais
externos. Os testiculos foram reconhecidos como tal, macroscopicamente, somente aos
49 dias (35 mm), por serem mais globosos que os ovarios.

O epitélio celomico, 0 mesénquima e os tubulos mesonéfricos foram potenciais
contribuidores da origem das células somaticas (MACKAY et al. 1989 ¢ KARL &
CAPEL, 1998). Algumas das células intersticiais, incluindo as células midides, eram
fornecidas pelo mesonefro em camundongos (BUEHR et al. 1993). A diferenciacao

testicular (presenga de corddes testiculares) pode ocorrer na auséncia das CG, embora a



diferenciagdo do ovario dependa das CG. Sem elas, um trago de gonada ¢ formado em
mamiferos (McLAREN, 1991).

Para VAN VORSTENBOSCH et al. (1986), eram 4 os tipos de células que
compunham a gonada indiferenciada de suinos: as germinativas, as de suporte que
davam origem as de Sertoli, as precursoras das produtoras de esterdides que formavam
as de Leydig e as do tecido conjuntivo, que incluem as do tecido vascular, tinica
albuginea, além de células midides peritubulares.

Em bovinos, a gonada esquerda ¢, freqlientemente, menor que a direita, embora
inconsistente ¢ de muito limitada importancia quantitativa. O volume das goénadas

aumenta constantemente com o aumento da idade ou comprimento (JOST et al. 1972).

2.3. Localizacio das gonadas

Em bovinos, a crista gonadal foi primeiramente observada aos 32 dias poOs-
cobertura na face médio-ventral do mesonefro (MATSCHKE & ERICKSON, 1969).
MCcLAREN (2000) citou o mesmo local de origem da crista gonadica. Em suinos, aos
24-27 dias pos-coito, as gonadas sao protuberancias longitudinais, localizadas ao longo
da superficie medial do mesonefro, de cada lado da raiz do mesentério (PELLINIEMI,
1975; PELLINIEMI, 1976). Segundo PELLINIEMI (1975), elas estavam ligadas por
um espessamento (0 mesogonadium) ao mesonefro, medindo 0,5 mm por um corte
antero-posterior ¢ 0,4 mm ao corte transversal. Topograficamente, ndo havia diferencga
entre a gonada de macho e fémea. Aos 26 dias (16 mm) o blastema testicular se
diferenciava em corddes testiculares e intersticio, momento em que, a gonada podia ser
identificada microscopicamente como testiculo com base nos corddes testiculares.
Ainda em suinos, PELLINIEMI (1976) observou, aos 24 dias (17 mm), que as gonadas
se apresentavam ovais num corte transversal, consistindo de 3 diferentes tecidos: o
epitélio superficial, o blastema gonadal e o mesénquima. O blastema gonadal ficava
entre o epitélio e o mesénquima localizado na parte basal da génada. O epitélio era
composto de células colunares ou cubodides que, as vezes, estavam organizadas de

maneira radial, com os nucleos alongados e sua localizagdo na célula era variavel. A



cromatina, finamente dispersa, com um ou dois pequenos nucléolos usualmente, era
observada. A regiao do blastema gonadal localizava-se diretamente sob o epitélio, numa
organizagdo semelhante a corddes que eram chamados de corddes primitivos. A regido
central do blastema consistia, principalmente, de células regulares e foi chamada de
blastema verdadeiro, que era composto de corddes celulares e, ocasionalmente, continha
CG isoladas. Os corddes mostravam-se claramente separados do mesénquima que os
rodeava na regido basal da gonada e, minimamente, distintos na se¢do do meio da
gonada. A 4rea lateral do blastema gonadal que se estendia do mesogonadium para a
capsula do mesonefro subjacente, era composta de tecido mesenquimal. As células do
mesénquima tinham tamanhos variados e diversos processos citoplasmaticos. O espaco
extracelular era relativamente grande em comparagdo com o blastema.

A migragdo dos testiculos de bovinos em dire¢do ao escroto ndo ocorreu antes
dos 70 dias (115 mm) (VIGIER et al. 1976) e, de acordo com as observacdes de GIER
& MARION (1969), atingiam o anel inguinal entre 100 e 105 dias, chegando ao escroto
aos 140 dias.

2.4. Estrutura das células germinativas

A estrutura das células germinativas permite sua diferenciacao das outras células
presentes na gébnada. MATSCHKE & ERICKSON (1969) observaram, na génada de
bovinos, células germinativas aos 32 dias e estas foram distinguidas das células
somaticas pelo seu grande nticleo esférico com 1 a 3 nucléolos acidofilos. Aos 39 dias, a
maioria dos gondcitos estava restrita aos corddes testiculares, cujo esboco mostrou-se
caracterizado nesta idade. As células germinativas e as somaticas estavam misturadas
nos corddes. Aos 70 dias as células de suporte estavam situadas adjacentes & membrana
basal, agora claramente evidente e os gondcitos posicionados no interior dos corddes
sexuais. Estes autores concluiram que as células germinativas aumentaram de
aproximadamente 44, aos 33 dias, para 4,1 milhdes, aos 110 dias, ndo apresentando
mudangas desta idade até os 200 dias e, que deste ponto até os 270 dias, aumentaram,
em consonancia com a atividade mitotica, para aproximadamente 13,4 milhdes. Células

germinativas em necrose foram, primeiramente, notadas aos 110 dias, aumentando com



10

o desenvolver da gestagao, sendo um evento evidente do testiculo pré-natal. Os
nucléolos das CG mediam 1,3 um e coravam-se pobremente; o nucléolo das
espermatogonias tinha 2,5 um de diametro e coloracdo intensamente acidofilica. A
cromatina nuclear da espermatogdénia mostrava-se precipitada em granulos que se
diferenciavam daqueles das CG, por serem bem menores.

WROBEL et al. (1996) citaram que, em bovinos, os fibroblastos mesenquimais
eram precursores das células de Leydig e das midides peri-tubulares, com as pré
espermatogonias ocupando, mais tarde, uma posi¢do junto & membrana basal.

Segundo FUGIMOTO et al. (1977), as CG (em humanos) eram reconhecidas por
seu grande tamanho, nlcleo extremamente grande e redondo e por aparecer claro o
citoplasma, nitidamente demarcado das células adjacentes. As CG eram encontradas em
embrides de 14 somitos na parede postero-dorsal do saco vitelinico, principalmente, na
sua raiz, caracterizadas pelo seu grande tamanho (15 a 20 um nas arredondadas e 20 a
30 um no didmetro maior das alongadas), além de um grande nucleo, ocupando a maior
parte da célula. O nucleo era geralmente esférico independentemente da forma da
célula. As CG apresentavam-se esféricas ou elipticas no revestimento mesotelial da
crista gonadica, no angulo celomico e, esporadicamente, no epitélio celdomico. Aquelas,
no mesénquima do mesentério, no mesénquima vizinho ao angulo celémico ou crista
gonadica, mostravam-se irregulares, com processos citoplasmaticos amebdides
semelhantes a pseudopodos. Os nucleos eram bem visiveis. Em embrides de 6 semanas,
a crista gonadica estava formada, com os elementos do estroma em desenvolvimento e
localizada no cortex, subcortex e no mesénquima medular. As CG, na medular,
apresentavam-se relativamente irregulares e rigorosamente associadas com as células
mesénquimais adjacentes e os niicleos esféricos. Na cortical ou na subcortical, as CG
eram redondas ou elipticas. A presenca de projecdes amebodides indicaria que as CG in
vivo teriam um potencial para alterar seu proprio formato e migrar ativamente para a
gbonada. Em vista disto, estes autores especularam que os movimentos ameboides eram,
no minimo, um importante mecanismo de migracdo das CG e que o mais importante

componente da migragdo era a quimiotaxia.
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Apenas um trabalho, o de CARDOSO (1977), foi encontrado na literatura
revisada, abordando o desenvolvimento pré-natal do testiculo de fetos Nelore, embora o
seu enfoque maior tenha sido sobre o desenvolvimento pos-natal de todos os 6rgaos
genitais do macho. Ele descreveu que, em fetos de 6,7 cm, a albuginea ja estava
formada e os corddes testiculares apresentavam-se organizados e delimitados por uma
tunica propria incipiente. Estavam formados por dois tipos celulares: os gondcitos
primordiais, que eram cé€lulas de ntcleo grande (6-8 um de didmetro), arredondado ou
ovoide e células de suporte indiferenciadas, de nicleo pequeno, ovoide ou alongado,
tendo uma posi¢do periférica nos corddes, junto a membrana basal. O tecido entre os
corddes era escasso. A rede do testiculo, embora rudimentar, estava presente. Em fetos
de 11,0 cm, a estrutura do testiculo estava nitidamente mais evoluida, com cordoes
solidos, perfeitamente individualizados e separados do tecido intersticial por uma tinica
propria bem evidente, porém proximos uns dos outros. Em um feto de 17,5 cm,
CARDOSO (1977) observou 1 a 3 gondcitos por sec¢do transversal de corddo, tanto
numa posi¢ao central como na periferia. Ao corte transversal do testiculo, os corddes
apresentavam-se como longos segmentos retilineos que convergiam para a rede
testicular no centro, dando ao conjunto um aspecto radiado. Apenas a porg¢ao situada na
periferia, proximo a albuginea, apresentava-se enovelada. O tecido intersticial era mais
abundante.

Segundo CARDOSO (1977), os testiculos de fetos de 19 a 81 cm mantiveram a
mesma estrutura anterior. Quanto ao tecido intersticial, houve aumento progressivo de
seu volume, tornando os corddes cada vez mais dissociados. Nos fetos maiores (70,5 a
81 cm), o espago ocupado pelos corddes foi de 47,7 % do testiculo. O seu didmetro
flutuou em valores préximos de 53,7 um, aos 11 cm e 45,9 um, aos 81 cm. O nimero
de células de suporte, por corte transversal, manteve-se estavel dos 11 cm (14,4) aos 81
cm (15,68) de comprimento; j4 o nimero de gondcitos, mostrou uma tendéncia de
diminui¢do, caindo de 3,0, aos 11 cm, para 1,36, aos 81 cm.

Foram descritos por MANCINI et al. (1960), no homem, dois tipos de células
fundamentalmente diferentes, com morfologia e histoquimica individuais, presentes nos

testiculos. Um tipo possuia nicleo redondo, além de citoplasma abundante e bem
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definido, compondo a linha espermatogénica. O segundo tipo era facilmente distinguido
pela escassez de citoplasma, com limites pouco definidos e um nucleo alongado,
geralmente orientado com o didmetro maior, perpendicular 2 membrana basal e que se
diferenciavam em células de Sertoli, a linha Sertoliana.

Esclareceram WROBEL & SUB (1998) que as CG (em bovinos) eram
poligonais, algumas equipadas com finos processos citoplasmaticos cujo tamanho podia
variar ligeiramente de acordo com a idade e localizagdo. Os nucleos, na maioria das
vezes, apresentavam-se esféricos. As CG, predominantemente localizavam-se na
metade caudal da regido proximal do saco vitelinico, ocorrendo apenas, raramente, na
metade cranial, em numero de 100, aproximadamente. Aos 23-25 dias, a maioria das
CG era encontrada no interior do embrido, aumentando para 500 (23 dias) e para mais
que 1000, aos 25 dias. Ocasionalmente, potenciais CG eram encontradas dentro de
vasos viscerais. Entre 27 e 31 dias, a crista gonadica comegava a aparecer, identificada
por um epitélio celomico colunar, principalmente, de duas camadas, com ciclos
celulares curtos e rapida proliferagdo. Aos 27 dias, a crista gonadica continha um certo
nimero de CG. Um grande nimero de CG era encontrado no figado e dorsalmente ao
mesentério. Entre 32 ¢ 39 dias, as CG eram detectadas, geralmente, na periferia da
gonada, bem como um pequeno numero no pedinculo cranial, mas muitas estavam
concentradas na face caudal, na ligagdo com o mesogonadium. As CG em apoptose
eram regularmente fagocitadas pelas células de Sertoli vizinhas e rapidamente, eram
estruturalmente degradadas (McLAREN, 2000).

Os corddes sexuais primitivos do testiculo fetal dos mamiferos foram descritos
por HOCHEREAU-DE REVIERS et al. (1995) como sendo compostos de células de
suporte, das precursoras das células de Sertoli e das CG rodeadas pelas primeiras. Os
corddes sexuais ocupavam 42% do testiculo e o volume relativo do parénquima
testicular ndo variou durante a vida fetal. O didmetro dos corddes aumentou 27% entre
42 e 139-150 dias, de 29 para 37 um, ao passo que, em comprimento, ocorreu um
aumento de 2,8 metros para 550 metros entre 42 e 139-150 dias. Estes autores
demonstram que os gondcitos apareciam como grandes células (12 um de didmetro),

centralmente localizados nos corddes, com grande nucleo central (7 um de didmetro),
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contendo 1 ou 2 grandes nucléolos ocupando 20 % dos corddes sexuais. O niimero total
aumentou de 0,22 x 10°, aos 42 dias, para 27 x 106, aos 139-150 dias. As células de
Sertoli rodeavam os gonocitos, ocupando 80% do volume dos corddes. Apresentavam
nucleo ovoide, localizado na periferia, junto @ membrana basal, com 1 ou 2 pequenos
nucléolos.

As células de Leydig de ovinos foram, segundo HOCHEREAU-DE REVIERS
et al. (1995), observadas apds 42 dias. Seu volume relativo no tecido intertubular
diminuiu de 20 % aos 42 dias para 9% aos 139-150 dias, aparecendo como grandes
células redondas, principalmente, em grupos de 2 ou 3 junto a pequenos vasos, com
nucleo heterocromatico central. O seu numero aumentou de 8,1, aos 42 dias, para 850 x
106, aos 139-150 dias. Durante a vida fetal, o aumento no tamanho dos cordoes foi,
principalmente, uma conseqiiéncia do aumento em comprimento e ndo em diametro.

Segundo SANTAMARINA & REECE (1957), os corddes sexuais de bovinos
continham dois tipos de células, ambos claramente distinguidos durante o
desenvolvimento embrionario e fetal do testiculo. Aos 90 dias, o diametro dos corddes
era 34,3 (27-59) um, com 13 células ao corte transversal os quais estavam
definitivamente estabelecidos e separados uns dos outros pelo tecido mesenquimal. As
células intertubulares do estroma eram pouco proeminentes, com dois tipos celulares,
irregularmente espalhadas entre os corddes e estes, aos 120 dias, mostravam um
diametro de 49,8 (27-59) um, com 17 células ao corte transversal e abundante tecido
intertubular, separando mais distintamente os corddes, mas sem lume. Dentro dos
corddes, as células menores, que formavam uma camada ao longo da membrana basal,
eram irregulares em tamanho e seu nucleo era ovodide, redondo ou alongado.
Freqiientemente, uma tnica célula maior ocupava quase o diametro do corddo. Aos 180
dias, o diametro era de 43,5 (39,1-50,0) um, com 14 células ao corte transversal e, aos
190 dias, os corddes seminiferos apresentavam-se mais convolutos e com abundante
estroma isolando uns dos outros. As células maiores apareciam em quase todos os
tubos, e divisdes celulares eram freqlientes, além do que, a organizacdo nuclear e a
estrutura citoplasmatica assemelhavam-se as espermatogonias. Aos 200 dias, o didmetro

era de 30,6 (24,7-34,8) um com 15 células ao corte transversal.
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Os testiculos tornavam-se reconheciveis pela formagdao dos corddes sexuais,
estando separados dos tecidos circunvizinhos por uma fina membrana basal. Em
camundongos e ratos, numerosas mitoses das células maiores e menores foram
observadas. Os gondcitos eram reconhecidos ndo somente por causa de sua posicao,
mas também pela sua aparéncia caracteristica (PETERS, 1970).

Por outro lado, HOCHEREAU-DE REVIERS et al. (1995) relataram que os
corddes sexuais primitivos do testiculo fetal dos mamiferos eram compostos das células
de suporte, das precursoras das células de Sertoli, das CG e do tecido intersticial que
esta presente entre os corddes. BAILLIE (1964) descreveu que os gondcitos estavam
presentes nos tubulos seminiferos de camundongos recém-nascidos e eram, geralmente,
encontrados no centro de um tibulo primitivo, cercados por uma palicada de células de
suporte, caracterizando-se como grandes células ovais ou arredondadas com grande
nucleo com um ou dois nucléolos e um citoplasma quase transparente.

Uma descricdo do desenvolvimento dos testiculos de bufalos semelhante a de
bovinos, feita por NASR et al. (1966), comprovou que os corddes testiculares estavam
bem organizados aos 3 meses. As espermatogdénias aumentaram em nimero € eram
empurradas para o centro com o aumento da idade, permanecendo os corddes solidos e
sem lume durante todo o desenvolvimento. Estes autores demonstraram que células
intersticiais apareciam também no terceiro més. Seu citoplasma continha vacuolos e
granulos que aumentavam de tamanho com o aumento da idade. No quarto més, as
células intersticiais, distribuidas em grupos, no estroma, entre os corddes, apresentavam
grandes nucleos palidos, ovais e o citoplasma contendo pequenos vacuolos. No sexto
més, a rete testis estava bem organizada e seu epitélio era cuboidal com citoplasma um
pouco acidofilo. Aos 10 meses, os testiculos estavam envolvidos por uma densa cépsula
de tecido conjuntivo, a tinica albuginea. O mediastino percorria o eixo longitudinal e
estava centralmente localizado, mostrando a presenca de vasos e nervos. Laminas de
tecido conjuntivo, os septos testiculares, que partiam da albuginea, estavam radiadas em
dire¢do do mediastino. A parede dos corddes consistia de fibras de tecido conjuntivo,
concentricamente localizadas, a membrana basal, além de sucessivas camadas de
epitélio, constituido de dois tipos fundamentais de células: as células espermatogénicas

e as células indiferenciadas. O estroma entre os corddes consistia de delicado tecido
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conjuntivo o qual continha vasos, nervos e células intersticiais com granulos de
pigmentos, ocupando cavidades em forma triangular entre os corddes.

Em suinos, conforme relatou PELLINIEMI (1975), as CG localizavam-se ao
acaso nos corddes primitivos entre as cé¢lulas de suporte que eram a grande maioria. As
células de suporte eram semelhantes as células do epitélio superficial em tamanho e
forma e o nucleo era variavel, com um ou dois grandes nucléolos. A grande maioria das
células dos corddes testiculares era de células de sustentagdo. As células germinativas
apresentavam diametro de 12 a 20 pum, eram grandes e redondas, localizadas
isoladamente e rodeadas pelas células de sustentagdo. Os corddes apresentavam-se

separados do intersticio por uma incompleta membrana basal € ndo possuiam vasos.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Obtenc¢ao dos embrides e fetos

Para o presente estudo, o material foi coletado em frigorificos proximos a cidade
de Uberlandia-MG, durante os anos de 1999, 2000 e 2001. Para tanto, apos o abate, os
uteros gestantes de fémeas da raga Nelore foram abertos e os embrides ou fetos
retirados. Estes foram medidos, no seu comprimento, da regido cefalica (com a cabega
em angulo de 90° em relagdo a coluna vertebral) até a transicdo sacro-coccigea. As
medidas foram aplicadas a formula DG = §,4 + 0,087C + 5,46\/C, onde DG = dias de
gestagdo e C = comprimento do embrido ou feto, conforme REXROAD et al. (1974),

para se estimar a idade gestacional (Tab.1).

Tabela 1 Numero de embrides e fetos de vacas da raga Nelore estudados
de acordo com o comprimento (comp) e periodo de gestacdo
estimado pela formula de REXROAD et al. (1974).

numero de
comp (cm) dias de gestacgao embrides e fetos
0-1,0 0-26 3
1,1-2,0 27 - 34 3
21-3,0 35-40 3
3,1-7,0 41 - 60 8
7,1-10,0 61-71 9
10,1-15,0 72 - 88 5
15,1-24,0 89 -114 8
24,1 - 39,0 115-150 13
39,1-53,0 151 -180 11
53,1 - 66,0 181 - 206 15
66,1 - 85,0 207 - 241 9

TOTAL 87




17

3.2. Sexagem dos embrides e dos fetos

O sexo dos fetos foi determinado por observagdo macroscopica de suas
estruturas, enquanto que o sexo dos embrides foi identificado por PCR (Reagdo em
cadeia da polimerase), realizada no Laboratdrio de Genética Molecular da Universidade
Federal de Uberlandia conforme descrito por NASCIMENTO, (1997), utilizando-se
fragmentos dos mesmos ou das membranas corio-alantoidianas. A técnica consistia, em
primeiro lugar, na extragio de DNA de cada amostra, quantificando-o em
espectofotometro GBC — UV/VIS 911 A, obtendo-se, em média, 100 ng de DNA por
microlitro (ul). Para a PCR, foram utilizados os seguintes pares de primers:

Zfx,alelo-especifico - 5 GAC AGC TGA ACA AGT GTTACTG ¥’

Z1x, alelo-especifico - 5> AAT GTC ACA CTT GAA TCG CAT C 3’

Z{ty. alelo-especifico - 5> GAA CGC CTT CGA ATG TGA TAAC 3’

Zfy, alelo-especifico - 5° CTG ACA AAA CGT CGC GAT TTC A 3’

Para a PCR, foram adicionados 200 ng de DNA em um mix contendo 1,5
unidades de Taq DNA polimerase, 10 pmol de cada primer, 100 uM de cada
desoxiribonuecleotideo (A, T, C, G), 1,5 mM de MgCL, e tampao da enzima
concentrado 1x, sendo o volume final de 20 pl, completado com &gua ultra pura.

As reagdes de amplificagdes foram realizadas em um termociclador PTC 100 MJ

Research, utilizando-se o programa mostrado na tabela 2.

Tabela 2. Condi¢des para a reacdo em cadeia da polimerase (PCR) para

sexagem dos embrides.

30 CICLOS
TEMPERATURA TEMPO
Desnaturacéao 95°C 1 minuto
Anelamento 60° C 45 segundos

Extensao 72°C 1 minuto
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A temperatura de anelamento foi diminuida, inicialmente (primeiros 5 ciclos),
para melhorar o anelamento entre os primers € os complementos gendmicos desejados.
Depois, nos 25 ciclos seguintes, foi aumentada para reduzir a chance de amplificagdes
indesejaveis.

Apds a amplificagdo, as amostras (10 pul) foram submetidas a eletroforese em
gel de agarose a 1,5 %, corado com brometo etidio e visualizado em um transiluminador
de luz ultra violeta. Para machos, foram visualizadas duas bandas: uma de 167 pares de
base (PB) e outra de 247 PB, e para fémeas uma de 247 PB. Utilizaram-se 10ul de cada
amostra por pogo com a leitura sendo feita apos 1 hora. A figura 1 ilustra o resultado da

sexagem de 4 embrides.

Figura 1. Resultados obtidos da sexagem de embrides bovinos por
marcadores moleculares em eletroforese de agarose a 1,5 %.
A coluna M ¢ de um marcador molecular de 100-pb, cujas
bandas nao ficaram nitidas. A seta superior indica a banda
para o cromossomo X e a inferior para o Y, que
correspondem a 247 pb e 167 pb, respectivamente. A coluna
1 ¢ de uma fémea e as demais de machos.
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3.3. Técnica histologica

Os embrides foram fixados in fotum e apenas os testiculos dos fetos foram
coletados e fixados. O fixador utilizado foi liquido de Bouin, por 24 horas. Apds a
fixagdo, os testiculos foram medidos quanto ao comprimento, espessura ¢ largura. O

material fixado foi, posteriormente, preparado para microscopia Optica convencional,
conforme preconizado por MICHALANY (1980), que consistia de:

Desidratacao: os fragmentos foram deixados por 1 hora em frascos contendo
alcool em concentragdes crescentes: 85%, 95%, absoluto I, absoluto II ¢ absoluto III.

Diafanizacido: os fragmentos foram transferidos para frascos com o solvente
xilol por 30 minutos, em trés passagens, para que o alcool fosse substituido e permitisse
a penetragdo da parafina.

Inclusdo: os fragmentos foram colocados em recipientes com parafina fundida
(56° C), passando por 3 banhos de 15 minutos de duracdo. Em seguida, procedeu-se a
inclusdo propriamente dita, derramando-se a parafina a 56° C numa forma de papel,
onde os fragmentos foram mergulhados, devidamente orientados. Os embrides fixados
inteiros foram cortados ao meio e a metade anterior desprezada antes da inclusdo.

Corte: Apos inclusdo em parafina, foram feitos cortes seriados dos embrides de
5 micrometros de espessura, a cada 250 micrometros de distancia. Cinco fragmentos
foram coletados até obter-se cortes sobre as gonadas, baseando-se em informacgdes de
VIGIER et al. (1976). Os testiculos foram cortados no terco médio, transversalmente ao
seu diametro maior. Os fragmentos foram distendidos em banho-maria, retirados com
laminas para microscopia Optica e colocadas em estufa para secagem e fusdo da
parafina.

Coloracgao: os cortes, em pelo menos 5 seccoes diferentes, foram corados com
hematoxilina-eosina da seguinte forma: as laminas foram colocadas em xilol I e II, por 5
minutos cada, alcool absoluto I e II, por 3 minutos; alcool 95° I e II, por 3 minutos;
hematoxilina de HARRIS por 2 minutos; lavadas em agua corrente por 10 minutos;
eosina 2 minutos e agua corrente, por 3 minutos. Em seguida, foram passadas

rapidamente pelos elementos acima na ordem inversa ( alcool 95°, absoluto e xilol).
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Montagem: apods a aplicagdo de uma gota de Balsamo do Canadé sobre o corte,
com este, ainda, molhado pelo xilol, colocava-se uma laminula sobre a gota, que, ao ser
levemente pressionada, espalhava o balsamo em fina camada entre a ldmina e a

laminula.

3.4 Avaliaciao das laminas

A preparacdo e avaliagdo das laminas foram executadas no Laboratorio de
Histologia do Nucleo de Morfologia do Instituto de Ciéncias Biomédicas da
Universidade Federal de Uberlandia (UFU), com o objetivo de determinar: 1) inicio da
formagdo e colonizagdo gonadica pelas células germinativas (CG); 2) nimero e
didmetro destas células; 3) didmetro dos corddes testiculares; 4) espessura da albuginea;
5) quantidade de células de Sertoli ¢ de CG por corte transversal dos corddes nos seus
varios estadios de desenvolvimento.

A quantificacdo e as medigdes foram feitas por meio do software “HL-Image”
em microcomputador PENTIUM 111, 450 MHz e monitor SANSUNG SINCMASTER
450b. Como a contagem das células foi feita por area (um?) do testiculo, os valores
obtidos foram multiplicados pela espessura do corte (5 um) para se obter o total de
células em um3, posteriormente transformados em mm®. Por fim, o nimero de células
obtido em mm’ foi multiplicado pelo volume da génada, calculado pela seguinte
formula:

V = 4/3tABC, onde V = volume do testiculo em mm’, A = Comprimento/2, B =
Largura/2 e C = Espessura/2.

Como a espessura do corte foi menor que o didmetro das estruturas medidas,
para se evitar a recontagem destas, o didmetro das mesmas foi dividido pela espessura
do corte e o numero total de células encontrado foi dividido por este valor, tendo como

resultado o nimero final de células da gonada.
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4. RESULTADOS

A utiliza¢dao da microscopia Optica convencional permitiu caracterizar todas as
etapas do desenvolvimento dos testiculos.

4.1. Localizacao das gonadas

As gonadas foram observadas, primeiramente, em um embrido de 1,0 cm (~26
dias de gestacdo) de comprimento. Outros dois, de 0,8 ¢ de 1,0 cm, n3o mostraram

sinais de inicio de formac¢do da gonada (Fig. 2).

Figura 2. Embrides de bovinos da raga Nelore de 0,8 cm (A) e de 1,0
cm de comprimento (B), idade de ~26 dias, nos quais nao
foi visualizado o inicio de formacdo das gonadas; as setas
indicam o local onde elas se formardo. A 40x, B 100x, HE.
(M mesentério, MS mesonefro)
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As gonadas estavam localizadas na face medial dos mesonefros, proximo a raiz
do mesentério (Fig. 3). Inicialmente, eram apenas um espessamento da sua parede e,
conforme iam crescendo, afastavam-se, permanecendo, entretanto, ligadas ao mesonefro
pelo mesogonadium (Fig. 4). As células da sua periferia apresentavam nucleo alongado,

com diametro maior perpendicular a linha de seu contorno.

Figura 3. Embrido de bovinos da ragca Nelore de 1,0 cm de comprimento (~26 dias de
gestacdo) com inicio da formagao da gonada (setas em A, B e C) e presenga de
células germinativas primordiais em D (setas, G gonada). A 40x, B 100x, C
200x e D 400x, HE, M mesentério, MS mesonefro.
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4.2. Aparecimento das células germinativas (CG)

A partir de 1,0 cm de comprimento, j4 foram observadas CG em pequeno
numero (Fig. 3D), facilmente diferenciadas das outras células por serem maiores, com
citoplasma claro, nucleo grande e esférico. Nas fases iniciais, estavam soltas e mais
concentradas na periferia da gonada e proximo ao mesogonadium. Aos poucos, em
embrides a partir de 2,5 a 3,0 cm (~40 dias de gestagdo), as células germinativas foram
organizando-se em corddes mal definidos (corddes sexuais) (Fig. 5 e 6) onde as CG
ficavam misturadas com as células de sustentagdo que eram células menores, com

nucleo, geralmente, menos esférico.

. C

: P

Figura 4. Gonadas (seta) de embrido de 2,0 cm (~35 dias de gesta¢do) (A 40x ¢ B
100x) e de feto de bovinos da raca Nelore, de 5,0 cm de comprimento (~51
dias de gestacdo) (C 12,5x). MS mesonefro e MT metanefro. Em C
testiculo ligado ao mesonéfro pelo mesogonadium (MG). HE
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4.3. Caracterizaciao dos cordoes testiculares

Em fetos de 7,0 a 8,0 cm (~60 a 64 dias de gestagdo), os corddes ficaram mais
definidos (Fig.7, 8 € 9), delimitados externamente por uma lamina prépria e por uma
camada de células com nucleo alongado (células midides). No seu interior, havia células
menores (Fig. 10 C e E), cujo nucleo era esférico ou oval, distribuidas proximo a lamina
propria (células de sustentacdo), precursoras das células de Sertoli e células grandes (Fig.

10), redondas ou arredondadas, com citoplasma amplo e pouco corado, bem delimitadas

das outras células, geralmente, localizadas mais para o interior (células germinativas).

Figura 5. Embrides de bovinos da raca Nelore, de 3,0 (A e C) e 4,0 (B e D) cm de
comprimento (~40 a 46 dias de gestagdo) com corddes em formagdo. Seta em

C indica albuginea e em B e C células germinativas. 400x A e C, B e D 1000x,
HE.

O nucleo, também, era grande, esférico, centralmente localizado (Fig. 10). Seu

didmetro praticamente ndo variou. O diametro dos corddes aumentou 28,95 % (de 33,64
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para 43,38 um) durante o periodo estudado (Tab. 2) e, no seu interior, ndo havia vasos

sangiiineos.

Figura 6. Gonadas de fetos de bovinos da raga Nelore, de 8,0 cm de comprimento (~64
dias de gestagdo), ilustrando a formacdo dos corddes testiculares ainda nao
definidos. 400x, HE

As caracteristicas dos corddes, com células maiores (em pequeno niimero), mais
para o seu interior e células menores (em grande niimero), na periferia, permaneceram

por todo o periodo estudado.
4.4. Nimero total de CG, por area e por corte transversal dos cordodes
O ntimero de CG aumentou drasticamente de algumas células, (16) no inicio,

para milhdes (18,322 x 10% no final do periodo estudado (Tab. 3). Ja o nimero de CG,

por area testicular e por corte transversal dos corddes, diminuiu (Tab. 4 e 5), enquanto o
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numero total de células aumentou muito, a0 mesmo tempo em que houve uma
diminui¢do da proporcdo entre parénquima testicular e estroma (Tab. 6) e (Fig. 8 € 9).
O aumento no numero total de CG ocorreu em fun¢ao do aumento do
comprimento dos corddes que, até um certo periodo, eram retilineos e, posteriormente,
ficaram enovelados. Houve um aumento consistente no didmetro das CG (Tab. 7),
embora o didmetro dos seus nticleos variasse pouco (Tab. 8). O nlimero de células de
Sertoli, por corte transversal, de corddo aumentou com o crescimento em comprimento

dos fetos (Tab. 9).

Figura 7. Gonadas de fetos de bovinos da raga Nelore, de 8,0 (A), 9,5 (B), 10,0 (C) e
10,5 (D) cm de comprimento (~64 A 100 dias de gesta¢do), mostrando inicio
da formacao dos corddes sexuais. 400x, HE.
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4.5. Tunica albuginea e mediastino

A tunica albuginea apareceu em embrides de 2,5 cm (~38 dias de gestacdo),
tornando-se mais espessa com o avangar da gestacdo (Tab. 10). Era composta de células
com nucleo alongado, com exce¢ao das da periferia que possuiam nucleo esférico. Sua
parte mais profunda possuia vasos sangiiineos que aumentaram em numero ¢ diametro
(Fig. 14 e 15). Também emitia ténues projegdes (septos) em dire¢do do mediastino,

levando, junto, vasos sangiiineos que se distribuiam pelo parénquima.

Figura 8. Gonadas de fetos de bovinos da raca Nelore, de 14,5 (A), 16,5 (B), 18,0 (C) e
20,5 cm de comprimento (~85 a 103 dias de gestacdo), com corddes bem
definidos e poucos espacos intersticiais. A e C corte longitudinal, B e D corte
transversal. 400x, HE.
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O mediastino ocupou a parte central do testiculo, percorrendo seu eixo
longitudinal (Fig. 11). Comegou a se formar a partir de 3,0 cm (~41 dias de gestagao).
No seu interior, a partir de 7,0 cm, formou-se a rete testis, que era composta de canais,
delimitados por células com nucleo alongado e seu didmetro maior perpendicular a luz
dos canais (Fig. 12). Os corddes finalizaram-se na rete testis (Fig. 13). O tecido
intersticial era composto de tecido conjuntivo, vasos e células intersticiais que dariam
origem as de Leydig (Fig. 13).

Os testiculos estavam localizados no canal inguinal ou no escroto em fetos a

partir de 20,0 cm de comprimento (~103 dias de gestagao).

Figura 9. Figuras A ¢ B (feto de 20,5 cm, ~103 dias de gestagcdo) mostrando corddes bem
definidos com poucos espagos intersticiais. C (feto de 38,0 cm, (~148 dias de
gestacdo)) e D (feto de bovinos da raga Nelore, de 51,0 cm de comprimento,
(~176 dias de gestagdo) com aumento dos espacos intersticiais. Corte longitudinal.
400x, HE



Figura 10. Figuras de A a F mostram detalhes das células germinativas (setas) e
figuras C e E mostram detalhes das células de Sertoli (cabegas de setas).
A (16,5 cm, ~91 dias de gestacdo), B (18,0 cm, ~97 dias de gestacdo), C
(27,5 cm, ~122 dias de gestacdo), D (44,5 cm, (~164 dias de gestagdo), E
e F (51,0 cm de comprimento, (~176 dias de gestagdo). Corte
transversal. 400x em A e 1000x nas demais, HE
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Figura 11. Aspectos do mediastino (area contornada) em corte longitudinal (A) e
demais em corte transversal. Em B e C as linhas retas indicam a posi¢ao
alongada ¢ radiada dos corddes. As setas indicam a albuginea. Em A
corte longitudinal e demais, corte transversal do testiculo de fetos de
bovinos da raga Nelore. A, B, E, F 12,5x ¢ C ¢ D 40x, HE.
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Figura 12. Aspectos da rete testis (setas) de fetos de bovinos da raca Nelore que fica
contida no mediastino (A, B ¢ C). Em D, presenca de célula germinativa
(seta) junto a rete testis. A 100x, B 400x e C e D 1000x, HE



Figura 13. A e B (200x) mostram a transicao entre o final de um cordao testicular e o
inicio da rete testis (setas), através dos tiibulos retos, de fetos de bovinos
da raca Nelore. C e D 1000x ilustram células intersticiais proximas a
pequenos vasos (setas). HE

32



33

Figura 14. Detalhes da tunica albuginea {setas em A (200x) do testiculo de fetos de
bovinos da raga Nelore, D (400x), E (200x) e F (400x)}. Em B (1000x)
células cubicas na superficie da tinica. Em C (1000x), presenca de célula
germinativa na albuginea. HE
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Figura 15. Aumento de espessura e de vascularizacao da albuginea (setas). A e B
400x, C, D e F 40x, E 12.5x. HE.
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Tabela 3. Diametro dos corddes testiculares (média, um), valor minimo (min),
maximo (max), desvio padrdo (dp) e coeficiente de variagdo (cv), de acordo
com o comprimento dos embrides e fetos de bovinos da raga Nelore.

comp (cm)  media (um) min max dp cv
2,1-3,0 33,64 21,15 45,23 10,74 31,91
31-70 31,68 17,44 43,43 7,54 23,80
7,1-10,0 44,21 22,06 63,15 9,30 21,03
10,1-15,0 43,30 20,16 60,62 8,41 19,43
15,1-24,0 48,80 31,96 64,74 6,19 12,68
24,1-39,0 48,17 37,03 67,99 5,86 12,17
39,1-53,0 45,52 24,17 65,70 6,86 15,08
53,1 -66,0 44,48 35,58 58,95 3,95 8,88
66,1 - 85,0 43,38 36,09 52,87 4,46 10,28

Tabela 4. Numero total de células germinativas (média), minimo (min), maximo (max),
desvio padrdo (dp) e coeficiente de variacao (cv) de acordo com comprimento
(comp) dos embrides e fetos de bovinos da raga Nelore.

comp (cm) media min max dp cv
0-1,0 16 15 17 1 6,25
1,1-2,0 3.251 1.961 4.212 762 23,44
2,9-3,0 41.225 20.141 62.804 18.588 45,09
3,1-7,0 340.730 129.725 619.230 134.392 39,44
7,1-10,0 467.662 186.489 871.500 175.167 37,46
10,1-15,0 632.350 288.601 908.282 178.798 28,28
15,1-24,0 1.5639.412 564.709 5.078.465 762.699 49,54
24,1 - 39,0 4.122.417 916.450 10.641.700 2.024.371 49,11
39,1-53,0 6.415.611 2.034.038 18.184.500 3.632.184 56,61
53,1-66,0 10.668.000 1.889.071 36.890.100 6.287.609 58,94
66,1 - 85,0 18.322.100 4.848.356 46.477.900 10.458.600 57,08
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Tabela 5. Numero de células germinativas (média), minimo (min), méximo (max),
desvio padrdo (dp) e coeficiente de variagdo (cv) por area (0,01 mm?), de
acordo com o comprimento dos embrides e fetos de bovinos da raga Nelore.

comp (cm) media min max dp cv
0-1,0 2,80 2,10 3,50 0,70 25,00
1,1-2,0 3,09 2,09 4,20 0,69 22,29
29-3,0 6,68 4,75 9,07 1,69 25,35
3,1-7,0 5,30 0,00 10,39 2,52 47,67
7,1-10,0 6,44 0,00 19,33 4,65 72,15
10,1 -15,0 4,88 2,21 7,92 1,37 28,10
15,1 -24,0 5,11 2,09 14,96 2,29 44,85
241 -39,0 3,55 0,00 9,86 2,00 56,35
39,1-53,0 2,38 0,68 9,08 1,61 67,71
53,1-66,0 2,22 0,00 6,27 1,16 52,32
66,1 — 85,0 2,33 0,69 5,28 1,16 49,85

Tabela 6. Numero de células germinativas (média), minimo (min), maximo (max),
desvio padrio (dp) e coeficiente de variacdo (cv) por corte transversal de
corddo, de acordo com o comprimento dos embrides e fetos de bovinos da raca

Nelore.

comp (cm) media min max dv cv
3,1-7,0 1,00 0,00 2,00 0,82 81,65
7,1-10,0 2,13 0,00 5,00 1,55 73,07
10,1-15,0 2,80 1,00 6,00 1,42 50,87
15,1 -24,0 2,28 0,00 6,00 1,38 60,36
24,1 - 39,0 1,74 0,00 4,00 1,13 65,15
39,1-53,0 1,10 0,00 3,00 0,72 65,90
53,1 - 66,0 0,91 0,00 4,00 0,89 97,56

66,1 - 85,0 0,76 0,00 3,00 0,59 76,65
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Tabela 7. Porcentagem (média) do volume testicular ocupado pelos corddes testiculares em
relacdo ao total do testiculo, valor minimo (min), maximo (max), desvio padrao
(dp) e coeficiente de variagdo (cv), de acordo com o comprimento dos embrides e
fetos de bovinos da raga Nelore.

comp (cm) media (%) min max dp cv
21-3,0 63,71 52,39 75,80 8,88 13,94
31-70 61,63 42,20 74,34 8,41 13,64
7,1-10,0 52,62 31,62 69,40 11,48 21,82
10,1 -15,0 59,13 36,35 82,11 12,68 21,45
15,1 -24,0 53,98 28,30 80,05 14,02 25,97
24,1 -39,0 44,99 13,95 83,64 13,19 29,33
39,1-53,0 34,86 13,94 54,28 11,72 33,63
53,1-66,0 38,99 18,33 63,22 9,56 24,51
66,1 — 85,0 41,99 23,13 68,19 10,38 24,72

Tabela 8. Diametro das células germinativas (média, pm), minimo (min), maximo (max),
desvio padriao (dp) e coeficiente de varia¢ao (cv), de acordo com o comprimento
dos embrides e fetos de bovinos da raga Nelore.

Comp (cm) media (um) min max dp cv
0-1,0 12,27 11,54 13,99 0,73 5,95
1,1-2,0 12,69 9,56 16,24 2,08 16,39
29-3,0 13,46 9,48 17,92 2,55 18,95
31-7,0 14,03 9,48 18,24 2,20 15,68
7,1-10,0 14,83 9,95 23,46 2,64 17,80
10,1-15,0 14,28 11,26 22,45 1,89 13,24
15,1-24,0 15,24 10,38 22,78 2,01 13,19
24,1-39,0 16,52 10,57 25,88 2,85 17,25
39,1-53,0 16,04 10,49 31,78 3,46 21,57
53,1 -66,0 16,29 11,73 28,28 3,13 19,21

66,1 - 85,0 16,95 12,12 33,44 4,08 24,07
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Tabela 9. Diametro dos nucleos das células germinativas (média, pm), minimo (min),
maximo (max), desvio padrao (dp) e coeficiente de variagdo (cv), de acordo com
o comprimento dos embrides e fetos de bovinos da raga Nelore.

comp (cm)  media (um) min max dp cv
0-1,0 7,38 7,12 7,79 0,36 4,87
1,1-2,0 6,65 6,09 8,59 0,77 11,61
2,9-3,0 7,40 5,03 9,56 1,64 22,21
3,1-7,0 7,29 5,52 9,32 0,94 12,86
7,1-10,0 8,47 5,74 11,01 1,09 12,83
10,1-15,0 8,04 5,42 11,95 1,20 14,96
15,1-24,0 8,09 6,22 11,48 1,05 13,04
24,1-39,0 8,80 5,24 17,50 1,48 16,76
39,1-53,0 8,52 4,41 16,23 1,82 21,34
53,1-66,0 8,46 5,72 16,56 1,82 21,50
66,1 - 85,0 8,91 6,24 13,99 1,87 20,95

Tabela 10. Nimero de células Sertoli (média), minimo (min), maximo (max), desvio
padrao (dp) e coeficiente de variacdo (cv) por corte transversal de cordao, de
acordo com o comprimento dos embrides e fetos de bovinos da raga Nelore.

comp (cm) media min max dp cv
3,1-7,0 10,00 7,00 13,00 2,45 24,49
7,1-10,0 12,88 9,00 17,00 2,47 19,22
10,1-15,0 10,47 7,00 13,00 1,96 18,72
15,1-24,0 13,45 5,00 19,00 2,89 21,50
24,1 - 39,0 15,41 12,00 20,00 1,87 12,16
39,1-53,0 15,20 10,00 20,00 2,03 13,38
53,1 - 66,0 15,05 11,00 21,00 2,07 13,77

66,1 - 85,0 16,25 12,00 23,00 2,26 13,91
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Tabela 11. Espessura da albuginea (média, um), minimo (min), maximo (max), desvio
padrdo (dp) e coeficiente de variag¢do (cv), de acordo com o comprimento dos
embrides e fetos de bovinos da raca Nelore.

comp (cm) media (um) min max dp cv
2,1-3,0 29,08 20,37 37,36 6,39 21,97
31-70 47,15 27,57 73,03 13,46 28,55
7,1-10,0 71,86 37,81 167,60 31,70 4411
10,1-15,0 66,58 39,26 100,19 20,00 30,03
15,1-24,0 134,61 80,67 215,40 38,85 28,86
24,1-39,0 255,92 114,20 501,09 88,63 34,63
39,1-53,0 457,50 281,10 720,96 108,57 23,73
53,1-66,0 558,46 295,52 1077,14 164,04 29,37

66,1 - 85,0 538,29 297,55 729,48 131,25 24,38
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5. DISCUSSAO

Uma discussao baseada em eventos temporais e dimensionais fica comprometida
devido as diferentes metodologias utilizadas, como, por exemplo, a falta de controle do
periodo real da gestacdo, os diferentes intervalos estudados, ragas e espécies diferentes.
Portanto, ndo seria prudente o confronto rigoroso dos dados aqui obtidos com os da
literatura pesquisada, sendo mais coerente uma abordagem sob os aspectos descritivos

do processo de desenvolvimento da gonada.

5.1. Localizacao e formacao das gonadas

Pelos resultados obtidos, a origem, a formacdo e a estrutura histoldgica dos
testiculos dos embrides e fetos de vacas da raga Nelore (Bos taurus indicus) ocorrem de
forma muito semelhante a de embrides ¢ fetos de fémeas da subespécie Bos taurus
taurus e, também, de outras espécies animais.

As gobnadas surgiram como um espessamento junto ao mesonefro e,
inicialmente, as células germinativas (CG) foram observadas soltas na gonada.
Posteriormente, foram envolvidas por outro tipo de células e, em seguida, o conjunto foi
contornado por uma lamina propria e células miodides, formando, assim, os corddes
testiculares. A partir desse momento, até o final do periodo estudado, poucas mudancas
na estrutura do testiculo foram observadas. Essa ¢ a estrutura basica dos testiculos de
bovinos descrita por varios autores como SANTAMARINA & REECE (1957);
MATSCHKE & ERIKSON (1969); MOUSTAFA & HAFEZ (1971); CARDOSO
(1977); HOCHEREAU-DE REVIERS et al. (1995); WROBEL et al. (1996).

A localizagdo das gbnadas junto ao mesonéfro foi relatada, também, por
GROPP & OHNO (1966); MATSCHCKE & ERIKSON (1969); PELLINIEMI (1975);
PELLINIEMI (1976); WROBEL & SUB (1998); MACKAY (2000); Mc LAREN
(2000). Segundo PELINIEMI (1975), ndo ha diferengas topograficas entre as gonadas
indiferenciadas de machos e fémeas. Neste estudo, as gonadas foram, primeiramente,

observadas em embrido de 1,0 cm (26 dias de gestagdo), resultado que se aproxima do
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citado por WROBEL & SUB (1998), os quais registraram sua presenca entre 27 e 31

dias em bovinos.

5.2. Células germinativas (CG) e células de sustentacio

Neste estudo, as CG foram observadas como células grandes (12,27 a 16,95 um
de diametro), arredondadas, com muito citoplasma que se corava pouco, bem delimitado
das outras células. Seu ntcleo era grande (7,38 a 8,91 um de diametro), esférico,
localizado no centro da célula. As células de sustentacao (Sertoli) apresentaram escassez
de citoplasma com limites pouco definidos e um nucleo alongado, com seu didmetro
maior perpendicular 8 membrana basal. Estas caracteristicas, tanto das CG como das
células de Sertoli, descritas, também, por MANCINI et al. (1960); MATSCHKE &
ERICKSON (1969), permitem a diferenciacdo das CG dos outros tipos celulares
presentes nos testiculos. SHIM & ANDERSON (1998); FUGIMOTO et al. (1977);
MANCINI et al. (1960); BAILIE (1964); HOCHEREAU-DE REVIERS et al. (1995);
GROPP & OHNO (1966) e outros autores enfocaram essa forma de se identificarem as
CG.

De acordo com WROBEL & SUB (1998), as CG eram poligonais, algumas com
finos processos citoplasmaticos e ntcleos esféricos. As CG eram células grandes (12
um), com nucleo (7 um) e nucléolos grandes, centralmente localizadas nos corddes,
ocupando 20 % destes (HOCHEREAU-DE REVIERS et al., 1995; MANCINI &
BARBAITZ, 1960). O diametro das CG foi de 12 a 20 pm (PELLINIEMI, 1975).
Células germinativas de 15-20 um (nas redondas) e de 20- 30 um (nas alongadas),
foram descritas por FUGIMOTO et al. (1977). Essas dimensdes aproximam-se das
encontradas em embrides e fetos da raga Nelore neste trabalho.

Neste estudo, as CG surgiram em pequeno nimero, em embrido de 1,0 cm,
aumentando marcadamente, chegando a 18,322 milhdes até o final do periodo. Este
comportamento se aproximou muito do descrito na literatura. ECKERY et al. (1996)
observaram, em ovelhas, ja aos 24 dias, algumas CG na crista gonddica. O trabalho de

WROBEL & SUB (1998) mostrou que, aos 27 dias, a crista gonadica continha um certo
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numero de CG e, aos 32, estavam distribuidas na periferia da crista. Resultados
semelhantes foram os obtidos por MATSCHKE & ERIKSON (1969) quando
evidenciaram gondcitos aos 32 dias e, aos 39 dias, a maioria dos gondcitos estava
restrita aos corddes, cujo esbogo mostrou-se caracterizado nesta fase, com células
germinativas e somaticas misturadas. Segundo CHIQUOINE (1954) e MINTZ &
RUSSEL (1957), seu numero passou de aproximadamente 100 para 5000 nas fases
iniciais da formacao da gonada. Em relato de MATSCHKE & ERIKSON (1969), as CG
aumentaram de 44, aos 33 dias, para 4,1 milhdes, aos 110 dias, permanecendo assim até
200 e de 200 aos 270 aumentaram de conformidade com as mitoses para
aproximadamente 13,4 milhdes. HOCHEREAU-DE REVIERS et al. (1995), mostraram
que elas aumentavam de 0,22 x 10°, aos 42 dias para 27 x 10° aos 139-150 dias. SHIM
& ANDERSON (1998) mostraram que, em cultivo, seu nimero dobrava em 2 dias.
Neste trabalho, o nimero de CG aumentou de 16, em embrides com 1,0 cm, para 18,322
milhdes, em fetos com 85,0 cm, mesmo havendo uma diminui¢ao no numero de células
por area (de 6,68 para 2,33) e por corte transversal de corddo (de 2,80 para 0,76). Este
aumento deveu-se ao fato de ter havido um grande alongamento dos corddes, fato
mostrado por HOCHEREAU-DE REVIERS et al. (1995) que registraram 2,8 m de
comprimento, aos 42 dias, e 550 m, aos 139-150 dias de gestacio. SANTAMARINA &
REECE (1957) e MOUSTAFA & HAFEZ (1964) citaram que os corddes ficavam mais
enovelados com o aumento no comprimento dos fetos, em fun¢do do crescimento em
comprimento dos cordoes.

Observacgoes deste estudo mostraram que os testiculos foram histologicamente
reconhecidos como tal em fetos de 2,5 cm (38 dias de gestagdo) pela presenga da
albuginea e corddes, enquanto, para VIGIER et al. (1972), até 39 dias, nenhuma
diferenga clara foi observada; entre 41-42 dias (24 mm), apareceram 0s primeiros
cordoes e houve o inicio da formagdo da albuginea; neste momento os testiculos
estavam diferenciados. Para MOUSTAFA & HAFEZ (1971), aos 42 dias (27mm), a
gbnada ja estava diferenciada. Segundo GROPP & OHNO (1966), até 30-35 mm, ndo
houve diferenciacao entre testiculo e ovario. Com 43-52 mm, a formagdo da albuginea e
a segregacao celular dentro do blastema gonadal ocorriam rapidamente (formacao dos

corddes) permitindo sua caracterizacdo. Para MATSCHKE & ERIKSON (1969), a
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presenca da albuginea, aos 33 dias, permitiu a diferenciacao entre macho e fémea, sendo
a citagdo de diferenciacdo mais precoce. Para PETERS (1964), os testiculos foram
reconhecidos pela formacdo dos corddes, os quais eram separados dos tecidos

circunvizinhos por uma fina membrana basal.

5.3. Cordoes testiculares e intersticio

Os corddes testiculares dos fetos de vacas Nelore eram formados por dois tipos
celulares: as CG, que sdo as precursoras das espermatogdnias e as células de sustentagao
que dardao origem as células de Sertoli. Estes tipos de células também foram descritos
por MANCINI & BARBAITZ (1960); HOCHEREAU-DE REVIERS et al. (1995).

Os corddes foram delimitados por uma lamina prépria e por células midides.
Autores como NARS et al. (1966); MOUSTAFA & HAFEZ (1971) e outros,
descreveram, provavelmente de forma equivocada, a lamina propria como membrana
basal, ja que esta ndo ¢ observada pela histologia convencional (Hematoxilina-eosina),
usada em seus trabalhos. CARDOSO (1977), ora citou tunica propria, ora membrana
basal.

Os cordoes, neste trabalho, ndo apresentaram lume, caracteristica citada por
BAILIE (1964); NARS et al. (1966); VIGIER (1972) e CARDOSO (1977). A
membrana basal, os corddes e o epitélio superficial da gonada ndo possuiam vasos,
como, também, foi mostrado por PELLINIEMI (1975).

Observamos que a area ocupada pelos corddes, diminuiu em relacdo ao
intersticio, caindo de 63,25 % no inicio da formag¢ao da gonada para 42,27 % no final do
estudo. Entretanto, HOCHEREAU-DE REVIERS et al. (1995) observaram que os
corddes ocupavam 42 % dos testiculos, ndo havendo variacdo durante a vida fetal. O
diametro dos corddes aumentou de 33,64 um no inicio, para 43,38 um, no final desta
pesquisa, assim como o numero de células de Sertoli (de 10,0 para 16,25). Para
SANTAMARINA & REECE (1957), aos 90 dias, o didmetro dos corddes foi de 34,3
(27-59) um, com 13 células/corte transversal; aos 120 dias foi de 49,8 (27-59) pm, com
17 células, de 43,5 (39,1-50) um, com 14 células, aos 180 dias e 30,6 (24,7-34,8) um,

com 15 células, aos 200 dias, mostrando haver pouca variacdo no diametro dos corddes
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e no numero de células por corte transversal. Entretanto, HOCHEREAU-DE REVIERS
et al. (1995) registraram aumento de 27 % no didmetro dos corddes entre 42 e 139-150
dias, passando de 29 para 37 pm. Observaram, ainda, que o comprimento mudou de 2,8
m, aos 42 dias, para 550 m, aos 139-150 dias.

Os resultados deste estudo estdo em consonancia com os de CARDOSO (1977),
também, para fetos da raca Nelore, para tamanhos equivalentes. Ele descreveu a
estrutura do testiculo como sendo formada por corddes compostos de dois tipos
celulares: os gondcitos e as células de sustentacdo, delimitados por uma tunica propria.
Mostrou que houve uma diminui¢do no espago ocupado pelos corddes e no nimero de
gonocitos por corte transversal e que, praticamente, ndo houve mudanca no didmetro
dos corddes e no niimero de células de suporte por corte transversal, durante o seu
estudo.

NARS et al. (1966) descreveram a estrutura para os testiculos de bufalos de
forma semelhante a observada neste estudo. Os corddes estavam bem organizados aos
90 dias. As espermatogdnias aumentaram e foram empurradas para o centro.

Nao se enfocaram, neste estudo as células intersticiais (de Leydig), embora,
tenham sido observadas junto aos pequenos vasos. VIGIER et al. (1972), no entanto,
identificaram, aos 45 dias (29mm), as primeiras ilhotas de células intersticiais
nitidamente visiveis entre os corddes em desenvolvimento e MOUSTAFA & HAFEZ
(1971) observaram, aos 63 (80 mm), grandes células intersticiais € numerosas entre os

tabulos, aos 69 dias.

5.4. Albuginea, rete testis e mediastino

Durante o periodo de estudo, a albuginea aumentou sua espessura (de 29,08 para
538,29 um) e a vascularizagdo na sua parte mais interna. Este aumento na
vascularizagdo, também, foi citado por GROPP & OHNO (1966). Ela emitia ténues
septos radiados em dire¢do ao mediastino, fato relatado por NARS et al. (1996).

A rete testis apareceu em fetos de 7,0 cm, pouco depois da citacdo feita por

GROPP & OHNO (1966) que a observaram em fetos de 43-52 mm. Segundo NARS et
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al. (1996), aos 6 meses, a rete testis estava bem organizada e seu epitélio era cuboidal
com citoplasma um pouco acidofilo. Eles observaram que, aos 10 meses, os testiculos
estavam envolvidos por uma densa camada de tecido conjuntivo, a tinica albuginea. O
mediastino percorria o eixo longitudinal e estava centralmente localizado.

Esta pesquisa encontrou, em fetos a partir de 20,0 cm de comprimento (103 dias
de gestacdo), os testiculos localizados dentro do canal inguinal ou no interior do escroto.
Conforme registraram GROPP & OHNO (1966), a migracdo dos testiculos em direg@o
ao escroto nao ocorreu antes dos 70 dias (115 mm) e, segundo GIER & MARION
(1969), atingiram o anel inguinal entre 100 e 105 dias, chegando ao escroto aos 140

dias.
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6. CONCLUSOES

Os resultados obtidos mostraram que a origem e a formacao dos testiculos nos
embrides e fetos de vacas da raga Nelore (Bos taurus indicus) ocorreram de forma muito
semelhante a que foi descrita para embrides e fetos de fémeas da subespécie Bos taurus
taurus.

As gonadas apareceram junto ao mesonefro em um embrido de 1,0 cm de
comprimento (~26 dias de gestagdo).

As CG surgiram em pequeno numero, aumentando muito até o final do periodo
estudado (85 cm de comprimento, ~241 dias de gestagdo), estando, inicialmente (1 — 2
cm, ~26 — 34 dias de gestacdo), dispersas no testiculo, depois (2,5 — 3,0 cm, ~35 — 40
dias de gestacdo) se arranjaram em corddes pouco definidos para, mais tarde (7 — 8 cm,
~61 — 71 dias de gestagdo), formarem os corddes testiculares.

Os corddes eram formados de dois tipos celulares: as CG, que seriam as
precursoras das espermatogonias e as células de sustentacdo, que dariam origem as
células de Sertoli, contornadas por células midides.

As CG foram células grandes, arredondadas, com muito citoplasma que se
corava pouco, bem distintas das outras células. Seus ntcleos eram grandes, esféricos e
localizados no centro da célula.

A forma e o tamanho das CG permitiram a sua diferenciacdo dos outros tipos
celulares presentes nos testiculos.

A diferenciagdo histoldgica do testiculo aconteceu em embrides de 2,5 cm (~37
dias de gestacdo) pela presenca da albuginea e inicio da formacao dos corddes sexuais.

Este estudo ¢ basico e serd utilizado no ensino da embriologia genital nos cursos
de graduacdo. Também contribui para aumentar o conhecimento sobre aspectos
intrigantes do desenvolvimento gonadal de individuos da raga Nelore que tém a maior

participagdo na formagao do rebanho bovino brasileiro.
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APENDICE
. Liquido de Bouin
Formol comercial 250 mi
Acido acético glacial 5 mi
Solugao saturada de acido picrico 750 ml
. Hematoxilina de HARRIS
Hematoxilina 0,59
Alcool absoluto 5 ml
Alumen de potassio 109
Oxido vermelho de mercurio 0,25¢g
Agua destilada 100 mi
. Eosina
Eosina Y (amarela hidrossoluvel) 0,5¢
Alcool 95° 90 ml
Acido acetico + 1 gota
Agua destilada 10 mi

. Protocolo utilizado pelo laboratério de Biologia Molecular da
Universidade Federal de Uberlandia para extracdo de DNA de tecidos

solidos.

e Macerar 200mg de tecido em nitrogénio liquido, até que se torne
po.

e Deixar descongelar e ressuspender em 800 ul de tampao TLN
(Tris-HCL 50 mM, pH 8, EDTA 25 mM, NaCl 400 mM), a
temperatura ambiente.

e Transferir para eppendorf e adicionar 20 ul de proteinase K (10
mg/ml) e 100 ul de SDS a 10 %. Incubar por trés horas, a 65° C.
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Adicionar 300 pul de tampéo saturado de NaCl 6 M. Homogeneizar
e deixar por 15 minutos na geladeira (4° C).

Centrifugar a 25000 g por 20 minutos, a 4° C.

Transferir 500 ul do sobrenadante para novo tubo.

Adicionar 500 pul de 8M de guanidina/0,49 M de acetato de
amoénio. Manter em movimento por 90 minutos.

Adicionar 800 ul de isopropanol 100 %. Manter refrigerado por 1
hora.

Formar um pellet a 8000 g por 5 minutos, a 4° C.

Ressuspender o pellet em isopropanol a 60% e repetir o passo

anterior.

Retirar todo o isopropanol, secar o pellet e ressuspender em 150
ul de tampéao de diluicdo (Tris-HCI 10 M, pH 8, EDTA 1mM,
RNAse 50 pg/ml.

Diluir o pellet em banho Maria a 37° C por 15 minutos.
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