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RESUMO 

 

A homeostase do sistema reprodutor do macho é influenciada por mediadores inflamatórios e 

imunológicos, por isso, a deleção de genes específicos pode impactar na qualidade seminal e 

na espermatogênese. Nesse contexto, o presente estudo investigou os efeitos de alterações 

genéticas e da idade na função reprodutiva de camundongos knockout. Para isso, machos das 

linhagens C57BL/6 (tipo selvagem), Galectina-3-/-, Interferon Gama (IFN-γ-/-) e Toll-Like 

Receptor 3 (TLR-3-/-) foram utilizados em duas idades distintas, de 8 e 12 semanas. Após a 

eutanásia, os pesos corporais e dos órgãos reprodutivos foram avaliados, e os espermatozoides 

coletados para análise de vitalidade, motilidade e morfologia. Não foram observadas diferenças 

significativas nos pesos corporais ou de órgãos reprodutivos entre os grupos. Entretanto, a 

análise espermática demonstrou que, nos animais TLR-3-/-, houve uma maior incidência de 

defeitos de inserção errada da peça intermediária. Já o grupo GAL-3-/- apresentou uma maior 

incidência de defeitos de cauda. De forma contrastante, a linhagem IFN-γ-/- não apresentou 

anomalias detectáveis em nenhum dos parâmetros espermáticos analisados. A partir dos 

resultados encontrados conclui-se que a ausência de TLR-3 e Galectina-3 impactam de maneira 

distinta e negativa a qualidade espermática. Por outro lado, a ausência de alterações no grupo 

IFN-γ-/- sugere um papel modulador deste gene, onde sua falta pode estar associada a 

estabilidade funcional. Esses achados reforçam a influência seletiva de genes imunológicos na 

reprodução e apontam para potenciais aplicações terapêuticas no tratamento de problemas 

reprodutivos, sendo necessários mais estudos com este enfoque. 

 

Palavras-chave: camundongos knockout; reprodução; espermatogênese; motilidade 

espermática; morfologia espermática. 
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ABSTRACT 

 

The homeostasis of the male reproductive system is influenced by inflammatory and 

immunological mediators, so the deletion of specific genes can impact semen quality and 

spermatogenesis. In this context, the present study investigated the effects of genetic alterations 

and age on the reproductive function of knockout mice. For this purpose, males of the C57BL/6 

(wild type), Galectin-3-/-, Interferon Gamma (IFN-γ-/-) and Toll-Like Receptor 3 (TLR-3-/-) 

strains were used at two different ages, 8 and 12 weeks. After euthanasia, body and reproductive 

organ weights were assessed, and sperm were collected for analysis of vitality, motility, and 

morphology. No significant differences in body or reproductive organ weights were observed 

between the groups. However, sperm analysis showed that TLR-3-/-, animals had a higher 

incidence of midpiece insertion defects. The GAL-3-/- group, on the other hand, had a higher 

incidence of tail defects. In contrast, the IFN-γ-/- lineage did not show detectable abnormalities 

in any of the sperm parameters analyzed. Based on the results found, it can be concluded that 

the absence of TLR-3 and Galectin-3 has a distinct and negative impact on sperm quality. On 

the other hand, the absence of changes in the IFN-γ-/- group suggests a modulatory role for this 

gene, where its absence may be associated with functional stability. These findings reinforce 

the selective influence of immune genes on reproduction and point to potential therapeutic 

applications in the treatment of reproductive problems, requiring further studies with this focus. 

 

Keywords: knockout mice; reproduction; spermatogenesis; sperm motility; sperm 

morphology. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

A relação entre o ser humano e a pesquisa com animais é histórica, com registros de 

experimentos do século V a.C. (Fernandes et al., 2017). Com o passar do tempo, a utilização 

de animais na ciência permitiu maior conhecimento sobre doenças, tratamentos e diversos 

mecanismos fisiológicos (Lafollette, 2020). Gradualmente, o avanço biotecnológico melhorou 

a compreensão dos experimentos e promoveu o estabelecimento de modelos animais, com 

destaque para o murino. Paralelamente, a forte presença da ética, do bem-estar e dos direitos 

dos animais contribuíram para significativa transformação na ciência de animais de laboratório 

(Kiani et al., 2022). 

Neste ambiente de inovações, o refinamento na área de animais de laboratório trouxe 

técnicas de manipulação genética. Tais metodologias possibilitam a inserção de um gene de 

outra espécie, originando os camundongos transgênicos; a inserção gênica direcionada, na qual 

o gene é substituído por outro modificado e proveniente da mesma espécie ou editado a partir 

do próprio animal, os camundongos knock-in. (Hall et al., 2009; De Carvalho et al., 2006); além 

da deleção de genes, resultando em linhagens de camundongos knock-out (De Carvalho et al., 

2006). Ao deletar um gene, isto é, bloquear a sua expressão, permite-se avaliar sua importância 

nas reações fisiológicas, ajudando a especificar seu papel biológico. (Hall et al., 2009). Em 

biotérios, diversos animais knockout são empregados para estudar mecanismos específicos. Por 

exemplo, camundongos com deleção de Interferon Gama (IFN-γ) apresentam uma deficiência 

na produção de antimicrobianos e uma expressão reduzida de MHC II (complexo principal de 

histocompatibilidade). Outros modelos, como os camundongos Galectina (Gal3-/-), possuem 

deficiência de galectina-3, prejudicando a resposta inflamatória, já os camundongos TLR-3 

knockout (TLR-3-/-) não produzem citocinas inflamatórias (The Jackson Laboratory, 2025) 

(Hsu et al., 2000). 

A utilização dos animais geneticamente modificados, assim como suas reproduções e 

criações, é uma tarefa que demanda considerável tempo e apresenta um elevado grau de 

dificuldade. O método tradicional de geração desses modelos fundamenta-se no cultivo e 

manipulação de células-tronco embrionárias, envolvendo etapas de eletroporação de vetores, 

seleção de alvos e o complexo cruzamento de animais quiméricos e seus descendentes, sendo 

um procedimento trabalhoso, demorado e de alto custo. Em contrapartida, a tecnologia 

CRISPR/Cas9 tornou-se a ferramenta predominante na autalidade por sua maior eficiência, a 

qual utiliza RNA guia único sintético (sgRNA) para o reconhecimento do sítio alvo no DNA 

(Xu et al., 2018). Além disso, a criação desses animais em colônias abertas pode resultar em 
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alterações genéticas, seja por acidentes, doenças ou pela redução da fertilidade (Soares et al., 

2001). Portanto, para o progresso científico e a realização de experimentos, é essencial o uso 

de animais geneticamente modificados. No entanto, essa prática deve ser baseada nos princípios 

dos três Rs de Russell e Burch (Russell, Burch, 1959) que busca maximizar as informações 

obtidas com o uso de um número reduzido de animais (Ebiomedicine, 2022). Para alcançar esse 

objetivo, é fundamental aumentar a viabilidade e a eficiência reprodutiva, considerando que, 

assim como no acasalamento natural, onde as taxas de fertilidade dos camundongos variam, o 

background genético também influencia a fertilidade de camundongos geneticamente 

modificados. (Vasudevan et al., 2010).  

A análise de modelos de camundongos knockout revela que a infertilidade pode ser um 

efeito secundário de alterações genéticas em genes que não se expressam no sistema reprodutor. 

Isso ocorre por um efeito pleiotrópico, ou seja, quando um único gene influencia múltiplas 

características no organismo. Conforme estudos de Baker et al. (1995) e Toshimori et al. (2004), 

a interrupção de um gene funcional em outros tecidos pode ter um efeito indireto que, por sua 

vez, afeta a produção espermática e a fertilidade geral do animal. 

Avaliando a fertilidade, a análise do sêmen tem sido o teste laboratorial mais importante 

para determinar a fertilidade masculina. Esse procedimento pode ser realizado em diferentes 

níveis, examinando as características mecânicas, físicas ou funcionais dos espermatozoides. Em 

animais machos, a fertilidade é mensurada pela análise do sêmen, que quantifica a capacidade 

dos espermatozoides de fertilizar o ovócito tanto in vivo quanto in vitro (Tanga et al., 2021). 

Com base nos dados apresentados, o presente estudo teve como objetivo analisar a 

morfologia, vitalidade e motilidade de espermatozoides em diferentes linhagens de 

camundongos geneticamente modificados, conhecidos como knock-out. O objetivo foi 

determinar se há diferenças significativas entre as linhagens analisadas e identificar quais 

grupos de animais apresentam essas alterações de forma mais pronunciada. Com isso, espera-

se contribuir para o aumento da taxa de fertilidade, reduzir as perdas reprodutivas e aprimorar 

os protocolos de reprodução assistida, visando a melhoria da qualidade espermática nesses 

modelos animais. 
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2 REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 

2.1 Linhagens  

 

2.1.1 C57BL/6 

 

O camundongo C57BL/6 (B6) é um dos modelos mais utilizados na pesquisa biomédica, 

especialmente em estudos de genética, metabolismo e neurodegeneração (Mekada et al., 2021). 

Sua ampla utilização fundamenta-se em seu perfil biológico favorável, caracterizado por alta 

eficiência reprodutiva, proles estáveis e longevidade acentuada, além de uma baixa 

suscetibilidade a neoplasias com a idade (Newton; Aguilar; Bowl, 2025). 

Desde sua introdução em 1921, a linhagem divergiu em sublinhagens fundamentais, 

como a C57BL/6J (B6J), mantida pelo Jackson Laboratory, e a C57BL/6N (B6N), estabelecida 

pelos National Institutes of Health (NIH) (Mekada et al., 2021). Embora o B6J tenha servido 

como referência para o sequenciamento do genoma do camundongo, a sublinhagem B6N 

consolidou-se como o padrão adotado para o desenvolvimento de modelos knockout. Essa 

diretriz técnica, estabelecida pelo Projeto Camundongo Knockout, justifica-se pelo fato das 

células-tronco embrionárias da linhagem 6J apresentarem baixas taxas de transmissão 

germinativa (Fontaine et al., 2015). 

Atualmente, o C57BL/6 permanece central na ciência moderna, evidenciando que a 

variabilidade genética entre suas sublinhagens é um fator determinante, capaz de influenciar 

diretamente a reprodutibilidade e a interpretação de dados experimentais (BRYANT, 2011). 

 

2.1.2 Interferon Gama (IFN-γ -/-) 

 

O interferon-gama (IFN-γ) é uma citocina que faz a regulação das respostas 

imunológicas inata e adaptativa, sendo produzido principalmente por linfócitos T e células NK 

(natural killer). Suas funções incluem a ativação de macrófagos e o aumento da expressão de 

moléculas do complexo principal de histocompatibilidade (MHC), o que promove a 

apresentação de antígenos e, por consequência, uma resposta imune mais eficaz. (Schoenborn; 

Wilson, 2007).  

Alterações na expressão e na função do IFN-γ estão associadas a diversas doenças. Isso 

se deve ao fato de que a citocina atua por meio da ligação aos receptores IFNγR1 e R2, ativando 

a via de sinalização mediada por Janus quinases (JAK) e proteínas ativadoras da transcrição 
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(STAT), coordenando diversas funções celulares, como a regulação da resposta imune, 

migração de leucócitos, proliferação celular, apoptose, além de efeitos antimicrobianos e 

antitumorais. (Ding et al., 2022). 

O IFN-γ, além de suas funções imunes, tem se mostrado um fator significativo na saúde 

reprodutiva masculina. A infiltração de células T produtoras dessa citocina em modelos 

animais, pode causar danos às células de Sertoli, essenciais para a espermatogênese, levando à 

sua interrupção (Chiu et al., 2024). Esses achados em animais são consistentes com observações 

clínicas em pacientes com prostatite crônica e infertilidade idiopática, que frequentemente 

exibem níveis elevados de IFN-γ e outras citocinas inflamatórias no sêmen. Essa elevação está 

diretamente correlacionada com a qualidade seminal comprometida, manifestada por 

diminuição na contagem, motilidade e viabilidade dos espermatozoides (Paira et al., 2022).  

 

2.1.3 Toll-Like Receptor 3 (TLR-3-/-) 

 

O TLR-3 (Toll-like receptor 3) é um receptor responsável por detectar RNA viral de 

dupla fita, ativando uma resposta imune inata essencial na defesa contra infecções virais 

(Takeda et al., 2005). Este receptor localiza-se nas membranas endossomais das células imunes 

e, ao reconhecer material viral, induz uma cascata de sinalização que resulta na produção de 

interferons do tipo I e outras citocinas pró-inflamatórias (Arancibia et al., 2007). 

Camundongos com o gene TLR-3 deletado mostram maior suscetibilidade a infecções 

virais, uma vez que a ausência do receptor compromete a capacidade de ativar uma resposta 

imune eficiente contra vírus de RNA. Além disso, a falta do TLR-3 pode afetar o equilíbrio do 

sistema imune, o que está ligado ao desenvolvimento de doenças autoimunes, como o diabetes 

tipo 1 (Assmann et al., 2015). 

A investigação sobre o papel do receptor TLR-3 na espermatogênese é motivada pela 

evidência de sua capacidade de induzir danos ao tecido testicular. Em camundongos, o receptor 

é expresso em células-chave como os espermatócitos, e sua ativação pode levar a um processo 

de apoptose e a uma forte resposta inflamatória, criando um ambiente hostil ao desenvolvimento 

saudável dos espermatozoides (Nejsum et al., 2019; Wang et al., 2012). Embora a ativação do 

TLR-3 seja importante para a defesa antiviral, o impacto de sua deleção na espermatogênese 

ainda é uma lacuna a ser explorada. Portanto, a utilização de camundongos com deleção gênica 

deste receptor, torna-se a abordagem ideal para testar se a ausência de sua sinalização altera de 

alguma forma o processo reprodutivo. 
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2.1.4 Galectina (Gal3-/-) 

 

A galectina-3 (Gal-3) é uma proteína de ligação a β-galactosídeos envolvida em 

processos como respostas imunes, apoptose e adesão celular (Zhang et al., 2022). É distribuída 

nos tecidos e presente em diferentes tipos celulares, como epiteliais, dendríticas e inflamatórias, 

atua tanto no meio intracelular quanto extracelular, influenciando a proliferação, a 

diferenciação e a regulação de respostas inflamatórias (Hsu et al., 2000). 

 Estudos com essa linhagem mostram que a ausência da Gal-3 pode ter efeitos opostos 

dependendo da situação: em alguns casos, como na peritonite ou em certas infecções, a resposta 

inflamatória é menor; já em outros, como na exposição à endotoxina, na aterosclerose induzida 

por dieta ou em lesões renais associadas ao diabetes, a patologia é mais grave. Isso deixa claro 

que a Gal-3 pode tanto proteger quanto contribuir para o dano, e que o modelo KO é 

fundamental para desvendar esses mecanismos (Pang et al., 2013). 

Essa dualidade de papéis da Galectina-3 se estende à fisiologia testicular, onde a sua 

expressão é regulada positivamente durante o desenvolvimento e sua presença é fundamental 

na espermatogênese e na maturação das células de Sertoli (Lei et al., 2021) 

 

2.2 Sistema Reprodutor  

 

Os testículos, órgãos pares com formato oval, são revestidos pela túnica albugínea e 

pela túnica vaginal. Esses órgãos são essenciais para a reprodução, pois são responsáveis pela 

produção tanto de espermatozoides quanto de hormônios sexuais masculinos, além de manter 

as características secundárias do sexo masculino (Banks, 1992; Russell et al., 1995). 

Os testículos são divididos em lóbulos por septos formados pela túnica albugínea, que 

cria um espaço chamado mediastino. Os lóbulos contêm os túbulos seminíferos, locais onde 

ocorre a espermatogênese. Estes túbulos são formados por um epitélio seminífero que abriga 

dois tipos de células: as células germinativas, que dão origem aos espermatozoides e as células 

de Sertoli, que desempenham um papel de suporte e nutrição (Knoblaugh et al., 2018; Matta et 

al., 2009). 

Os túbulos seminíferos não possuem suprimento sanguíneo direto, mas são envolvidos 

por um tecido conjuntivo denso. A túnica própria, que envolve os túbulos, é composta por 

células mióides e fibras de colágeno, permitindo a movimentação dos fluidos e espermatozoides 

dentro do lúmen dos túbulos. As células mióides são contráteis e desempenham uma função 

importante na movimentação dos espermatozoides (Barros, 2005). 
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O epidídimo é um órgão composto por túbulos enrolados, os ductos dos epidídimos, e 

envolto por uma camada de tecido conjuntivo denso. Nos mamíferos, geralmente estão em 

pares, cada um localizado na borda posterior de um testículo. Anatomicamente é dividido em 

três partes: cabeça, corpo e cauda, sendo esta última responsável por realizar a maturação e o 

armazenamento dos espermatozoides (Silva, 2020). 

As vesículas seminais são glândulas pares e acessórias do sistema reprodutor masculino. 

Situadas atrás da bexiga urinária e ligadas à próstata anterior, elas produzem secreções que, 

junto com os fluidos da próstata e das glândulas bulbouretrais, formam uma estrutura gelatinosa 

conhecida como tampão copulatório. Este tampão evita que o sêmen retorne para fora da vagina 

após a ejaculação. A parede interna da vesícula é formada por músculo liso e um epitélio colunar 

alto que cria pregas ramificadas (Krinke; Weber, 2012, p. 175). 

O processo de espermatogênese é regulado por hormônios, como o folículo-estimulante 

(FSH), que atua nas células de Sertoli, promovendo a maturação dos espermatozoides. As 

células de Sertoli são fundamentais para a nutrição e desenvolvimento das células germinativas 

durante a espermatogênese (Russell et al., 1995). 

Em resumo, o sistema reprodutor masculino dos camundongos (Figura 1) é complexo e 

altamente especializado, com interações intricadas entre as células germinativas e as células de 

suporte, todas fundamentais para a produção adequada de espermatozoides e a manutenção da 

fertilidade (Banks, 1992; Knoblaugh et al., 2018). 
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Figura 1. Representação esquemática do sistema reprodutor masculino de camundongo 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: adaptada de KNÖBLAUGH et al., 2018, p. 338. 

 

2.3 Espermatogênese 

 

A espermatogênese é o processo de formação de espermatozoides a partir das células 

germinativas nos testículos (Zorzetto, 2007). Em camundongos, esse processo ocorre em várias 

etapas, começando com as espermatogônias, que se dividem por mitose. Em seguida, algumas 

dessas células sofrem meiose, resultando em espermatócitos, que se diferenciam em 

espermatozoides maduros por meio da espermiogênese (Phillips et al., 2010). 

Esse processo é regulado por uma série de hormônios, sendo o hormônio folículo-

estimulante (FSH) e a testosterona os mais importantes (Zirkin, 1999). O FSH atua nas células 

de Sertoli, promovendo a nutrição e o suporte das células germinativas em desenvolvimento. 

Por sua vez, a testosterona atua na manutenção da espermatogênese (Holstein et al., 2003; 

Zirkin, 1999). A interação adequada entre esses hormônios é fundamental para garantir a 

formação de espermatozoides viáveis (Gartner; Hiatt, 1997).   

Além disso, a integridade genética e o ambiente testicular são fundamentais para a 

espermatogênese normal. Alterações nesses fatores podem resultar em anomalias na 

espermatogênese, levando a problemas de fertilidade. A pesquisa sobre espermatogênese em 
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camundongos oferece informações para entender a reprodução e as possíveis disfunções 

associadas (Cooke; Saunders, 2002). 

 

2.4 Avaliação Espermática 

 

A infertilidade e a esterilidade no macho estão intimamente ligadas a alterações 

morfológicas nos espermatozoides. A morfologia espermática é um fator determinante tanto 

para o sucesso da fertilização e o desenvolvimento embrionário inicial quanto para o êxito de 

tratamentos de reprodução assistida (Enciso et al., 2011). Em mamíferos, para que um 

espermatozoide seja considerado viável e com potencial fértil, é necessário atender três 

critérios: possuir a morfologia correta, uma atividade metabólica eficiente e membranas 

plasmáticas saudáveis. A integridade dessas membranas é fundamental, pois garante a 

sequência de eventos necessária para a fertilização bem-sucedida, incluindo a capacitação 

espermática, a penetração nas camadas do óvulo e, por fim, a fusão com o oolema. (Arruda et 

al., 2011).  

A viabilidade funcional do espermatozoide está ligada à sua morfologia, com cada uma 

de suas estruturas desempenhando papel fundamental no processo de fertilização. A cabeça 

contém o material genético paterno e abriga o acrossomo, organela especializada na penetração 

da zona pelúcida do ovócito (Vieira et al., 2024). Já a peça intermediária é rica em mitocôndrias 

que fornecem a energia necessária para a motilidade da cauda. Anormalidades nessas estruturas 

podem resultar em infertilidade. Enquanto os defeitos na peça intermediária e na cauda afetam 

a motilidade, prejudicando o alcance do gameta feminino, as alterações na cabeça 

comprometem a interação espermatozoide-ovócito, que é essencial para a fecundação e a 

formação do zigoto (Vieira et al., 2024). 

A integridade morfológica dos espermatozoides em camundongos, assim como em 

outras espécies mamíferas, é alcançada por meio de processos de maturação. Resumidamente, 

os espermatozoides recém-formados deixam os testículos em um estado imaturo, ainda 

contendo remanescentes de citoplasma, cromatina pouco condensada e composição incompleta 

de proteínas e outros componentes da membrana plasmática. Caso ocorra alguma interrupção 

durante a sua passagem pelo epidídimo, a maturação é impedida, resultando em alterações na 

morfologia. (Martins et al., 2016). 

A descrição inicial da morfologia de espermatozoides de camundongos foi realizada por 

Wyrobek e Bruce (1975) em um estudo com animais expostos a compostos químicos. Os 

autores identificaram e categorizaram os espermatozoides anormais em poucos grupos: os que 
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não possuíam gancho, os amorfos, os em forma de banana, cauda dobrada ou dupla. A ausência 

de uma análise detalhada sobre defeitos na peça intermediária e na cauda destacou uma lacuna 

no conhecimento da área (Vieira et al., 2024). 

A avaliação da vitalidade e motilidade espermática é padronizada no espermograma. A 

motilidade espermática progressiva é um indicador importante, já que sua função está 

diretamente ligada às taxas de gravidez. Da mesma forma, a vitalidade dos espermatozoides 

demonstra a integridade da membrana celular, sendo um teste para diferenciar espermatozoides 

vivos de mortos. (Organização Mundial da Saúde, 2021). 
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3 OBJETIVOS 

 

3.1 Objetivo geral 

 

Investigar os efeitos de alterações genéticas e da idade na função reprodutiva de 

camundongos com foco em parâmetros espermático. 

 

3.2 Objetivos específicos 

 

• Avaliar o peso corporal, peso do epidídimo, testículo e vesícula seminal em animais de 

diferentes linhagens e faixa etária; 

• Avaliar a vitalidade espermática em animais de diferentes linhagens e faixa etária; 

• Analisar a motilidade espermática em animais de diferentes linhagens e faixas etárias; 

• Analisar a influência da idade nas patologias morfológicas dos espermatozoides nas 

diferentes linhagens de camundongos. 
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4 MATERIAIS E MÉTODOS 

 

4.1 Comissão de ética 

 

Utilizaram-se amostras provenientes do processo zootécnico de congelamento de 

gametas da Rede de Biotérios de Roedores da Universidade Federal de Uberlândia 

(REBIR/UFU), sob o protocolo A0001. O manejo e os cuidados com os animais foram 

conduzidos em total conformidade com as diretrizes e resoluções normativas do Conselho 

Nacional de Controle de Experimentação Animal (CONCEA, 2025). 

 

4.2 Animais  

 

Neste estudo, foram utilizados camundongos machos das linhagens C57BL/6 do tipo 

selvagem (WT) e geneticamente deficientes em TLR-3, Galectina 3 e IFN-γ, para cada grupo 

utilizou-se um N de quatro animais. Os animais tinham idade de 8 e 12 semanas e apresentavam 

padrão sanitário livre de patógenos especificados. O alojamento foi realizado em micro-

isoladores do modelo Alesco ventilife, separados em racks, com a cama de maravalha de pinus 

autoclavada substituída semanalmente. A ração Nuvilab CR-1, assim como a água filtrada e 

autoclavada, foi fornecida ad libitum. As condições ambientais foram mantidas com 

temperatura de 23 ± 2 °C, umidade do ar entre 50 e 60% e um ciclo de 12 horas de claro e 12 

horas de escuro. Adicionalmente, um programa de enriquecimento ambiental foi aplicado em 

todos os alojamentos durante todo o período do experimento. Os animais foram mantidos no 

Biotério Central da Universidade Federal de Uberlândia (REBIR-UFU). 

 

4.3 Coleta dos espermatozóides 

 

Anteriormente a coleta de espermatozoides, todos os animais foram pesados, sendo em 

seguida anestesiados com a associação de Cetamina (90 mg/kg) e Xilazina (10 mg/kg) (Syntec 

Brasil Ltda, SP, Brasil), pela via intraperitoneal. Após a detecção da ausência de reflexo 

doloroso ao pinçamento coccígeo, os animais foram eutanasiados por deslocamento cervical. 

Precedido a eutanásia, realizou-se a assepsia da região abdominal inferior com álcool 70%, 

seguindo para corte da região inguinal para a localização dos testículos, epidídimos e vesícula 

seminal, com o uso de material cirúrgico autoclavado. 
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Após a retirada dos órgãos, estes foram pesados em uma mini balança digital eletrônica 

de precisão. Os pesos dos testículos, dos epidídimos e das vesículas seminais, juntamente com 

o peso corporal, foram utilizados para verificar se havia correlação entre anormalidades 

espermáticas e esses pesos, ou se os valores estavam dentro da normalidade esperada. 

Posteriormente a essas etapas, a cauda do epidídimo, juntamente com uma porção de 1 

cm do ducto deferente, foi retirada e transferida para 250 μL de meio FertiCult (meio de cultivo 

FertiCult Flushing Medium with Phenol Red and Gentamicin) em uma placa de Petri. A placa 

foi colocada sobre mesa aquecedora a 37 °C. Foram feitos de 6 a 7 cortes na estrutura coletada 

com o auxílio de duas agulhas 26G (agulha marrom). A estrutura foi mantida na placa por 3 

minutos, a cada intervalo de 1 minuto, realizaram-se movimentos circulares delicados com a 

placa. Logo em seguida, os resíduos de tecidos do epidídimo foram retirados das gotas após os 

3 minutos de incubação, para posterior análise dos espermatozoides contidos no meio de acordo 

com cada objetivo experimental. 

  

                                                      

Fonte: elaborada pela autora (2025). 

 

 

 

 
Figura 2.  Ilustração esquemática da coleta de espermatozoides 
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4.4 Avaliação da vitalidade  

 

A vitalidade dos espermatozoides foi verificada com a técnica da eosina (Figura 3). Para 

isso, 20 µL da amostra de sêmen (FertiCult + espermatozoides) foram misturados com a mesma 

quantidade (20 µL) de solução de eosina a 0,5% (preparada com NaCl a 0,9% em água Milli-

Q). 10 µL da mistura foram colocados em uma lâmina com lamínula e observada em um 

microscópio óptico com aumento de 400x. Contaram-se pelo menos 200 espermatozoides, os 

que absorveram o corante e ficaram vermelhos sendo classificados como mortos, e os que 

permaneceram incolores, como vivos. 

 

Figura 3. Análise de vitalidade 

    

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

                                                               

 

Legenda: Imagem representativa da vitalidade espermáticas. Espermatozoides com coloração rosa 

avermelhada (eosina) indicam células mortas (setas azuis). Enquanto espermatozoides sem coloração, 

translúcidos, são considerados viáveis (setas pretas). 

Fonte: elaborado pela autora (2025). 

 

4.5 Avaliação da motilidade  

 

A motilidade dos espermatozoides foi analisada em uma solução preparada com 20 µL 

da amostra (FertiCult + espermatozoides) e 80 µL de meio FertiCult. Dessa mistura, pegou-se 

10 µL, qual foi transferido para uma lâmina de microscópio coberta por uma lamínula. 
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Utilizando um microscópio óptico a 400x de aumento, 200 espermatozoides foram avaliados e 

classificados de acordo com seu movimento (Organização Mundial da Saúde, 2021). A 

classificação foi a seguinte: 

• Progressiva: Movimento ativo e com deslocamento. 

• Não progressiva: Movimento limitado, sem deslocamento efetivo. 

• Imóvel: Ausência de movimento. 

A motilidade total da amostra foi definida como a soma das porcentagens de 

espermatozoides com motilidade progressiva e não progressiva. 

 

4.6 Avaliação da morfologia 

 

Para a avaliação morfológica espermática, foram coletados 10 µL do meio FertiCult 

contendo o sêmen para a confecção de um esfregaço espermático. Para isso, o volume foi 

depositado sobre uma lâmina de microscópio e espalhado de maneira uniforme sobre a 

superfície da lâmina com o uso de uma lâmina auxiliar. 

A fixação dos esfregaços foi realizada em duas fases. Primeiramente, as amostras foram 

fixadas em uma solução de etanol-ácido acético (3:1, v/v) por um minuto. Na segunda fase, 

foram transferidas para etanol 70% por três minutos. Após a conclusão do processo, as amostras 

foram secas em temperatura ambiente. 

Posteriormente, as amostras foram submetidas à técnica de coloração com HE, adaptada 

de Aksoy (2012), que consistiu em uma série de imersões. Primeiramente, as lâminas foram 

coradas com hematoxilina histológica por 5 minutos, e o corante não ligado foi removido com 

água corrente. Em seguida, as lâminas foram imersas em eosina histológica por mais 5 minutos, 

lavadas novamente em água corrente e deixadas para secar ao ar. 

Por fim, as lâminas foram examinadas em microscopia de 100x, com óleo de imersão. 

Para evitar a contagem repetida dos mesmos espermatozoides, a análise foi feita em um padrão 

de zigue-zague, onde 200 espermatozoides foram contados por lâmina. Os defeitos 

morfológicos foram identificados, e separados em defeitos de cauda (cauda enrolada, cauda 

fortemente enrolada e cauda dobrada – Figura 4), defeitos de cabeça (sem cabeça, cabeça 

isolada normal, cabeça isolada patológica, cabeça amorfa, duas cabeças - Figura 5) e defeitos 

de peça intermediária (pseudogota, gota intermediária distal e inserção errada - Figura 6).  
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Figura 4. Defeito de cauda 

Legenda: Imagens representativas de espermatozoides com defeitos de cauda. Seta preta aponta para 

um espermatozoide com cauda dobrada e as setas azuis indicam espermatozoides com cauda enrolada 

(A). A seta preta destaca espermatozoide com cauda dobrada e a seta laranja aponta para 

espermatozoides com cauda fortemente enrolada (B). As setas pretas indicam espermatozoides com 

caudas dobradas (C). 

Fonte: elaborada pela autora (2025) 

 

 



24 

 Figura 5. Defeito de cabeça. 

 Legenda: Imagens representativas de espermatozoides com defeito de cabeça. Seta amarela aponta 

para uma cabeça isolada normal (A). A seta vermelha destaca uma cabeça isolada patológica; a seta 

laranja mostra um espermatozoide com cabeça amorfa (B). A seta azul aponta para um espermatozoide 

sem cabeça (C). A seta roxa indica um espermatozoide com duas cabeças (D). 

Fonte: elaborada pela autora (2025). 
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Figura 6. Defeito de peça intermediária. 
 

 

Legenda: Imagens representativas de espermatozoides com defeito de peça intermediária. A seta verde 

aponta para uma pseudogota; a seta vermelha indica uma gota citoplasmática distal (A). A seta azul 

destaca um espermatozoide com inserção errada (B). A seta azul aponta para uma inserção errada (C). 

Seta vermelha indica uma gota citoplasmática distal (D). 

Fonte: elaborada pela autora (2025). 

 

4.7 Análise estatística  

 

A análise estatística dos dados foi conduzida utilizando o software GraphPad Prism 8.0 

(GraphPad Software Inc., San Diego, EUA). Inicialmente, a normalidade da distribuição de 

cada grupo foi verificada por meio do teste de Kolmogorov-Smirnov (KS). 

Para os grupos que apresentaram distribuição normal, as diferenças foram analisadas 

pelo teste de Two-way ANOVA, seguida pelo teste de comparações múltiplas de Bonferroni. 

Os resultados foram apresentados como média e desvio padrão. Valores para P < 0,05 foram 

considerados estatisticamente significativos. 
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5 RESULTADOS  

 

5.1 Peso corporal e dos órgãos reprodutores  

 

Inicialmente para a análise de possíveis diferenças de características reprodutivas de 

camundongos das linhagens C57BL/6, Gal-3-/-, IFN-γ-/- e TLR-3-/- de duas idades distintas (8 e 

12 semanas) foi realizado a pesagem corporal, do epidídimo, testículo e da vesícula seminal. 

Para uma análise completa e comparativa, os dados foram apresentados tanto em tabelas quanto 

em gráficos. Nossos resultados demonstraram que para as variáveis de pesos corporais, de 

epidídimos e de testículos não foram observadas diferenças estatísticas entre os grupos 

analisados (C57BL/6, Gal-3-/-, IFN-γ-/- e TLR-3-/-), dentro de cada semana, somente uma 

tendencia desse aumento de peso foi observado, exceto no grupo IFN-γ-/- (Tabela 1; Figura 7, 

A, B, C). 

Já para a análise do peso da vesícula seminal, observou-se uma distinção estatística 

importante. Embora os grupos C57BL/6 e IFN-γ-/- não tenham apresentado essa variação, as 

linhagens Gal-3-/- e TLR-3-/- mostraram aumento estatisticamente significativo (p< 0,05) no 

peso da vesícula seminal entre a 8ª e a 12ª semana, representadas respectivamente por "a" e "b" 

(Figura 7, D).  
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Figura 7. Gráficos de peso corporal (A), epidídimo (B), testículo (C) e vesícula seminal (D) de 

animais das linhagens C57BL/6, Gal-3-/-, IFN-γ-/- e TLR-3-/- com 8 e 12 semanas de idade.  

Legenda: Resultados foram expressos como média e desvio padrão. Diferenças estatísticas (P<0.05) 

foram realizadas a partir do teste Two-way ANOVA seguido do pós teste de múltipla comparação 

(Bonferroni). Letras iguais representam diferenças estatísticas na mesma linhagem, mas em idades 

diferentes. 

Fonte: elaborado pela autora (2025). 
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Tabela 1. Média das variáveis de pesos corporal e reprodutivos de camundongos machos. Dados 

obtidos em 8 e 12 semanas de idade. 

Fonte: elaborado pela autora (2025). 

 

5.2 Vitalidade e Motilidade 

 

Após a análise de pesos corporal e reprodutivos das diferentes linhagens de 

camundongos em duas idades distintas, nosso próximo passo foi avaliar a vitalidade e 

motilidade espermática desses animais. A vitalidade espermática foi similar entre todos os 

grupos experimentais, com valores variando entre 51% e 56% nas duas faixas etárias. Uma leve 

VARIÁVEL GRUPOS 8 SEMANAS 12 SEMANAS 

Peso Corporal (g) 

 

C57BL/6 

 

21,7 

 

25,30 

 
GALECTINA -/- 22,15 24,30 

 
IFN-γ -/- 24,40 24,30 

 
TLR-3 -/- 22,10 23,85 

Peso Epidídimos (g) 

 

C57BL/6 

 

0,06 

 

0,07 

 
GALECTINA-/- 0,07 0,07 

 
IFN-γ-/- 0,07 0,08 

 
TLR-3-/- 0,07 0,08 

 

Peso Testículos (g) 

 

C57BL/6 

 

0,16 

 

0,20 

 
GALECTINA-/- 0,16 0,20 

 
IFN-γ -/- 0,17 0,17 

 
TLR-3-/- 0,17 0,18 

Peso Vesícula Seminal (g) 

 

C57BL/6 

 

0,13 

 

0,16 

 GALECTINA-/- 0,13 0,20 

 IFN-γ -/- 0,17 0,17 

 
 

TLR-3-/- 0,12 0,19 
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redução na vitalidade foi observada na maioria das linhagens com o avanço da idade (12 

semanas), mas sem diferenças significativas entre os grupos, (Tabela 2; Figura 8). 

Nossos resultados em relação a motilidade espermática demonstraram que as linhagens 

utilizadas neste estudo apresentaram padrões distintos. Os grupos C57BL/6 e Gal-3 -/- 

demonstraram uma tendência no aumento da motilidade espermática entre 8 e 12 semanas, não 

apresentando diferenças estatísticas. Por outro lado, a linhagem IFN-γ-/- exibiu uma variação 

mínima, com um percentual de motilidade que se manteve praticamente constante. Já o grupo 

TLR-3-/- se destacou por apresentar um declínio na motilidade espermática no mesmo período 

(Figura 8).  

 

Tabela 2. Média da vitalidade e motilidade de espermatozoides de camundongos machos. Os 

dados representam as médias dos grupos para as idades de 8 e 12 semanas. 

VARIÁVEL GRUPOS  8 SEMANAS 12 SEMANAS 

 

Vitalidade (%) 

 

C57BL/6 

 

56,17 

 

53,66 

 
GALECTINA-/- 51,76 53,26 

 
IFN-γ -/- 56,47 52,55 

 

TLR-3-/- 55,63                 53,70 

 
 

Motilidade (%) 

 

C57BL/6 

 

55,59 

 

62,72 
 

GALECTINA-/- 56,61 65,81 
 

IFN-γ -/- 52,92 54,058 
 

TLR-3-/- 66,99 60,45 

Fonte: elaborado pela autora (2025). 
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Figura 8. Gráfico de vitalidade (A) e motilidade (B) de animais das linhagens C57BL/6, Gal-

3-/-, IFN-γ -/- e TLR-3-/- com 8 e 12 semanas de idade. 

Legenda: Resultados foram expressos como média e desvio padrão. Diferenças estatísticas foram 

realizadas a partir do teste Two-way ANOVA seguido do pós teste de múltipla comparação 

(Bonferroni). 

Fonte: elaborado pela autora (2025).  

 

5.3 Patologias morfológicas 

 

Outro fator importante para o estudo da influência da espermatogênese na qualidade dos 

espermatozoides é a análise patológica espermática. Neste estudo os defeitos morfológicos em 

espermatozoides foi dividida em três categorias principais: defeitos de cabeça, de peça 

intermediária e de cauda. Os resultados, apresentados em gráficos comparativos para as 8ª e 12ª 

semanas, indicam variações importantes entre as linhagens, dentro da mesma idade (Figura 9; 

Figura 10 e Figura 11), como descrito abaixo. 

 

5.3.1 Defeito de cabeça 

 

Conforme demonstrado no gráfico (Figura 9a), na 8ª semana, a linhagem C57BL/6 

exibiu a maior incidência de espermatozoides com o defeito sem cabeça, com diferença 

estatística em relação aos grupos Gal-3 KO e IFN-γ -/-  (P<0,05). No entanto, na 12ª semana 

(Figura 9b), não houve diferenças estatisticamente significativas entre os grupos para os 

defeitos de cabeça. 
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Figura 9. Tipos de alterações morfológicas na cabeça dos espermatozoides de animais das 

linhagens C57BL/6, Gal-3 -/-, IFN-γ -/- e TLR-3-/- com 8 semanas (A) e 12 semanas (B). 

Legenda: Os parâmetros analisados incluem cabeça amorfa, isolada normal, sem cabeça, isolada 

patológica e duas cabeças. Resultados foram expressos como média e desvio padrão. Diferenças 

estatísticas (*P<0.05) foram realizadas a partir do teste Two-way ANOVA seguido do pós teste de 

múltipla comparação (Bonferroni). 

Fonte: elaborada pela autora (2025). 

 

5.3.2 Defeito de cauda 

 

Os resultados dos defeitos de cauda (Figura 10a) na 8ª semana não revelou diferenças 

estatísticas entre os grupos analisados. Entretanto, na 12ª semana (Figura 10b), a linhagem Gal-

3 KO apresentou uma quantidade estatisticamente maior (P < 0,05) de espermatozoides com 

defeito de cauda dobrada em comparação com os grupos IFN-γ-/- e TLR-3-/-.  
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Figura 10. Tipos de defeitos de cauda dos espermatozoides de animais das linhagens C57BL/6, 

Gal-3-/-, IFN-γ-/- e TLR-3-/- com 8 semanas (A) e 12 semanas (B). 
 

Legenda: Os parâmetros analisados incluem cauda dobrada, cauda fortemente dobrada e cauda 

enrolada. Resultados foram expressos como média e desvio padrão. Diferenças estatísticas (*P<0.05) 

foram realizadas a partir do teste Two-way ANOVA seguido dos pós teste de múltipla comparação 

(Bonferroni).   

Fonte: elaborada pela autora (2025). 

 

5.3.3 Defeito de peça intermediária 

 

O gráfico de defeitos de peça intermediária (Figura 11a) mostra que, na 8ª semana, a 

linhagem Gal-3 KO apresentou o maior número de espermatozoides com defeitos de inserção 

errada, com uma diferença estatística em relação ao grupo C57BL/6. Na 12ª semana (Figura 

11b), a linhagem TLR-3-/- se destacou, apresentando um número significativamente maior de 

espermatozoides com defeito de inserção errada em comparação com os outros grupos.  
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Figura 11. Tipos de defeitos de peça intermediária dos espermatozoides de animais das 

linhagens C57BL/6, Gal-3-/-, IFN-γ-/- e TLR-3-/- com 8 semanas (A) e 12 semanas (B). 

Legenda: Os parâmetros analisados incluem gota citoplasmática distal, pseudogota e inserção errada. 

Resultados foram expressos como média e desvio padrão. Diferenças estatísticas (*P<0.05) foram 

realizadas a partir do teste Two-way ANOVA seguido dos pós teste de múltipla comparação 

(Bonferroni). 

Fonte: elaborada pela autora (2025). 
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6 DISCUSSÃO 

 

As variações de peso corporal observadas nos animais estão dentro dos parâmetros de 

normalidade, uma vez que se enquadram na faixa de referência de 24-30g (The Jackson 

Laboratory, 2025). Por outro lado, as pesquisas existentes têm produzido resultados diversos 

sobre os pesos dos órgãos reprodutivos, o que dificulta a comparação entre estudos já presentes 

na literatura. Essa falta de padronização, em grande parte, se deve à ausência de diretrizes 

oficiais, o que gera uma lacuna no conhecimento de técnicas e parâmetros confiáveis para 

análises espermáticas (Martinez et al., 2022). 

Apesar desses desafios metodológicos, o peso dos testículos, está relacionado à 

quantidade total de espermatozoides produzidos, já o peso da vesícula seminal reflete os níveis 

de andrógenos essenciais para a espermatogênese, sendo ambos parâmetros importantes para 

avaliar a qualidade geral do esperma (Vieira et al., 2024). No presente estudo, os 

espermatozoides foram coletados da cauda do epidídimo e de uma pequena parte do ducto 

deferente (aproximadamente 1 cm). A escolha desse método foi baseada na comprovação que 

a passagem dos espermatozoides pelo epidídimo é um processo de amadurecimento importante 

para o desenvolvimento da motilidade e da capacidade de fertilização dos espermatozoides 

(Monteiro et al., 2019). 

A motilidade espermática é um requisito fundamental para que o espermatozoide 

alcance o óvulo, e sua baixa taxa é um fator limitante para a fertilidade (Ali; Khatun, 2026). 

Por isso, para uma avaliação completa do sêmen, a vitalidade espermática é analisada em 

conjunto. Essa avaliação permite determinar a porcentagem de espermatozoides vivos e mortos, 

confirmando a integridade da membrana celular. Em nossos estudos, animais da linhagem 

C57/BL6 e geneticamente modificados não apresentaram alterações tanto de motilidade quanto 

de vitalidade.  

A morfologia dos espermatozoides é um indicador essencial de sua saúde e qualidade, 

e diversos defeitos podem ocorrer durante o processo de maturação no epidídimo e após a 

ejaculação. Nesse contexto, as anomalias na cabeça do espermatozoide são consideradas 

defeitos graves, pois a ausência de material genético os torna inférteis. Essas células, que 

aparecem como filamentos soltos no ejaculado, estão associadas a quadros de baixa fertilidade 

e até esterilidade em altas porcentagens. A ocorrência de cabeças soltas pode ser de natureza 

permanente, resultado de alterações congênitas ou genéticas, ou transitória, causada por fatores 

ambientais ou patológicos (Almeida et al., 2022). 
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Além dos defeitos de cabeça, outras anomalias podem ocorrer em diferentes estruturas 

do espermatozoide. A gota citoplasmática distal, por exemplo, forma-se no final da maturação 

espermática e pode indicar uma disfunção epididimária. Em contraste, a pseudogota é uma 

anomalia rara, caracterizada por um espessamento denso e irregular na peça intermediária que 

pode ser confundida com a gota citoplasmática (Blom, 1973). Já os defeitos de cauda 

apresentam diferentes causas. A cauda dobrada é frequentemente causada por estresse ou por 

um choque térmico. A cauda enrolada pode ser leve, aparecendo após a ejaculação ou o 

transporte da amostra, ou ser fortemente enrolada, um defeito mais grave de caráter hereditário, 

que está associado a altos teores de zinco. Por fim, a inserção errada, uma falha na implantação 

da peça intermediária, pode afetar significativamente a fertilidade em alta porcentagem (Araújo 

et al., 2025). 

Considerando a complexidade dessas anomalias, a investigação de fatores imunológicos 

torna-se fundamental. Clinicamente, observa-se que o IFN-γ é encontrado em concentrações 

normais em sêmens férteis (3,68 ± 0,30 fmol/ml), mas eleva-se significativamente no grupo 

infértil (6,36 ± 0,72 fmol/ml; P < 0,002) (Paradisi et al., 1996). Nesse sentido, a literatura aponta 

que a presença de interferon-gama causa danos à espermatogênese, seja por mecanismos que 

afetam as células de suporte ou por processos de supressão molecular que comprometem a 

qualidade seminal. Evidências indicam que a citocina induz ferroptose nas células de Sertoli, 

as principais células de suporte e nutrição da espermatogênese (Chiu et al., 2024). A aplicação 

de modelo knockout para essa citocina permite investigar se a ausência do IFN-γ pode ter um 

efeito protetor (Sharkey et al., 2018). Em termos de intervenção, o tratamento com anticorpos 

IFN-γ ou o uso de inibidores JAK, como o Filgotinib, mostra-se uma via promissora para 

restaurar a qualidade seminal em contextos inflamatórios (Chiu et al., 2024; Reinisch et al., 

2023). Por fim, conforme demonstrado por Lei et al. (2021), a perda da galectina-3 em 

camundongos resultou em atrasos na espermatogênese e maior taxa de apoptose testicular. 

Esses achados indicam que a galectina-3 é essencial para a manutenção da saúde testicular, 

agindo de forma protetora para prevenir a morte celular e assegurar o desenvolvimento normal 

do processo reprodutivo. 
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7 CONCLUSÃO 

 

A análise comparativa entre os grupos experimentais evidenciou que os camundongos 

C57BL/6, TLR-3-/- e Gal-3-/-apresentaram diferentes tipos de anomalias espermáticas, ao passo 

que os animais IFN-γ-/- não exibiram alterações morfológicas detectáveis. Esses resultados 

indicam que a deleção do gene IFN-γ- pode estar relacionada à manutenção da integridade 

estrutural dos espermatozoides, sugerindo um possível papel desta citocina como moduladora 

negativa da qualidade espermática. Dessa forma, investigações futuras acerca dos mecanismos 

imunorregulatórios envolvidos na espermatogênese e sua influência sobre a fertilidade 

masculina devem ser conduzidas para melhor elucidar tais achados. 
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