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RESUMO
As espermatogônias-tronco, presentes nos testículos desde o 
nascimento, são as células progenitoras dos gametas masculinos, 
e, desse modo, críticas para o processo de espermatogênese. 
Antes da puberdade, essas células não são capazes de produzir 
espermatozoides maduros, o que só ocorrerá após o estímulo hormonal. 
Essa característica do sistema reprodutivo limita a possibilidade de 
preservação da fertilidade apenas para homens capazes de produzir 
um ejaculado. Tal fato coloca em evidência o aumento nas taxas 
de sobrevivência de crianças com câncer nas últimas décadas, 
devido principalmente à melhora no diagnóstico e ao tratamento 
dos pacientes pediátricos. Dessa forma, destaca-se um dos mais 
importantes desafios relativos à preservação da fertilidade masculina, 
que é o efeito tóxico das terapias anticâncer para o sistema reprodutivo, 
especialmente a espermatogênese. Tendo isso em vista, a alternativa 
experimental atualmente estudada para a preservação da fertilidade 
de pacientes pré-púberes é a criopreservação de tecido testicular 
para futuro isolamento e transplante de espermatogônias-tronco, a 
fim de restabelecer a espermatogênese. Apresentamos aqui uma 
breve revisão sobre isolamento, caracterização e condições de cultivo 
para a proliferação de espermatogônias-tronco, bem como as futuras 
perspectivas, como alternativa para preservação da fertilidade de 
meninos pré-púberes. A possibilidade de restabelecer a fertilidade 
masculina é uma ferramenta de pesquisa com potencial enorme 
de uso na pesquisa básica e aplicada. O desenvolvimento dessas 
técnicas pode fornecer uma esperança futura de preservação de 
fertilidade nos casos em que não há nenhuma outra opção, como para 
os pacientes pediátricos de câncer.

Descritores: Células-tronco; Espermatogônias; Infertilidade masculina; 
Técnicas de cultura de células; Criança

ABSTRACT
Spermatogonial stem cells, which exist in the testicles since birth, 
are progenitors cells of male gametes. These cells are critical for the 
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process of spermatogenesis, and not able to produce mature sperm 
cells before puberty due to their dependency of hormonal stimuli. This 
characteristic of the reproductive system limits the preservation of 
fertility only to males who are able to produce an ejaculate. This fact 
puts some light on the increase in survival rates of childhood cancer 
over the past decades because of improvements in the diagnosis 
and effective treatment in pediatric cancer patients. Therefore, we 
highlight one of the most important challenges concerning male 
fertility preservation that is the toxic effect of cancer therapy on 
reproductive function, especially the spermatogenesis. Currently, 
the experimental alternative for fertility preservation of prepubertal 
boys is the testicular tissue cryopreservationfor, for future isolation 
and spermatogonial stem cells transplantation, in order to restore 
the spermatogenesis. We present a brief review on isolation, 
characterization and culture conditions for the in vitro proliferation 
of spermatogonial stem cells, as well as the future perspectives 
as an alternative for fertility preservation in prepubertal boys. The 
possibility of restoring male fertility constitutes a research tool with 
an huge potential in basic and applied science. The development of 
these techniques may be a hope for the future of fertility preservation 
in cases that no other options exist, e.g, pediatric cancer patients.

Keywords: Stem cells; Spermatogonia; Infertility, male; Cell culture 
techniques; Child

INTRODUÇÃO 
As espermatogônias-tronco (ET), presentes desde o 
nascimento, são as células-tronco testículares. São as 
células progenitoras dos gametas masculinos e primor-
diais para o processo de espermatogênese.(1,2) Antes da 
puberdade, essas células não são capazes de produzir 
espermatozoides maduros, o que só é possível após o 
estímulo hormonal. Essa característica biológica do 
sistema reprodutor limita a preservação da fertilidade 
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possível por meio da identificação e caracterização de 
ET, já que há populações diferentes de espermatogô-
nias.(15) As ET são comumente isoladas por digestão 
enzimática, geralmente uma combinação de enzimas 
como colagenases, tripsina e DNAse.(16) As células ob-
tidas devem ser submetidas a métodos de purificação. 
Para conseguir uma população de ET mais pura, mé-
todos diferentes foram desenvolvidos, como seleção 
baseada em morfologia associada com cultura diferen-
cial, seleção de matriz celular, fluorescent-activated cell  
sorting (FACS) e magnetic-activated cell sorting (MACS).

A seleção com base na morfologia é o método mais 
simples e com menor custo, porém é também o menos 
eficiente.(17) É baseado no tratamento enzimático do te-
cido para obtenção das células, seguido do plaqueamen-
to das células em tempos diferentes; produz amostras 
altamente contaminadas com diferentes tipos de células 
testiculares, como células de Sertoli, células de Leydig, 
células mioides e fibroblastos.(17,18) Essas células podem 
liberar fatores de crescimento, hormônios e matriz ex-
tracelular, e interferir na autorrenovação e proliferação 
de ET in vitro.(18) A seleção com auxílio de proteínas da 
matriz extracelular se baseia no uso de proteínas extra-
celulares, como laminina e fibronectina, para facilitar a 
adesão das ET ao substrato de cultura. Esses substratos 
têm potencial de ligar outros componentes da matriz 
extracelular e são muito utilizados na cultura in vitro de 
células, para auxiliar a adesão celular e promover sua 
proliferação.(19) Devido às ET possuírem baixo poten-
cial de adesão, o uso de proteínas de adesão, para fa-
cilitar a adesão das ET ao substrato, é necessário para 
sua manutenção in vitro.(19) Uma população altamente 
pura de ET pode ser obtida por meio do uso de técnicas 
de separação, como o FACS e MACS. Ambos os mé-
todos podem ser utilizados com diversos marcadores, 
melhorando a seleção de ET. Apesar de essas técnicas 
possibilitarem a obtenção de uma população altamente 
pura de células, trata-se de procedimentos de alto cus-
to, extremamente complexos e que podem promover 
danos às células, o que resulta em baixa proliferação e 
viabilidade celular.(16,19) 

A combinação de técnicas de isolamento tem sido 
utilizada como uma tentativa para obter suspensões ce-
lulares altamente puras. A maioria dos protocolos co-
meça com uma suspenção celular inicial, para eliminar 
outros tipos celulares dos testículos. Essa técnica separa 
as células pela diferença de capacidade de adesão ao 
substrato. As células são cultivadas diretamente em pla-
ca para cultura de células, com gelatina, laminina, fibro-
nectina ou colágeno. Após um período de tempo, as cé-
lulas não aderidas ao substrato, que incluem as ET, são 
coletadas e submetidas às técnicas de isolamento.(19,20)  

Estudo recente mostrou, por meio do uso da purificação 

apenas aos homens que são capazes de produzir um eja-
culado, já que o procedimento padrão para preservação 
da fertilidade é a criopreservação de sêmen.(3-5)

Um dos principais desafios em relação à preserva-
ção da fertilidade masculina é o efeito tóxico da terapia 
oncológica na função reprodutiva, especialmente na 
espermatogênese, que pode levar à infertilidade.(2,6) Os 
dados relacionados aos efeitos tóxicos da terapia onco-
lógica em homens jovens mostram que 1 em cada 5.000 
homens estão sob risco de infertilidade.(4) Ao longo das 
ultimas décadas, a taxa de sobrevida para câncer na in-
fância tem aumentado devido a melhorias no diagnós-
tico e tratamento.(4) Com esse sucesso, apresenta-se a 
necessidade de reduzir sequelas e de melhorar a qua-
lidade de vida de crianças submetidas ao tratamento 
para câncer.(7)

Atualmente, a alternativa experimental estudada 
para restaurar a espermatogênese após quimioterapia 
em meninos pré-púberes é a criopreservação do tecido 
testicular para futuro isolamento e transplante das ET. 
Já foi provado, em modelos animais, que é possível res-
taurar a espermatogênese após o transplante dessas cé-
lulas.(8,9) Dessa forma, é importante continuar os esfor-
ços para restaurar com sucesso a fertilidade masculina. 
O desenvolvimento de protocolos visando à prolifera-
ção das ET in vitro para transplante autólogo ou para 
diferenciação em espermatozoides maduros seria de 
grande valor.(10) Como resultado, o isolamento, o arma-
zenamento e o transplante de ET podem se tornar dis-
poníveis para meninos pré-púberes diagnosticados com 
câncer.(3) Apresentamos aqui uma breve revisão sobre o 
isolamento, caracterização e condições de cultura para 
proliferação de ET in vitro, bem como as perspectivas 
futuras, como uma alternativa após tratamento para 
restauração da fertilidade. 

Isolamento de espermatogônias-tronco 
Estudos recentes de isolamento de células testiculares 
foram baseados em seu potencial de autorrenovação 
e habilidade de transmitir genes de uma geração para 
outra.(11,12) Tais estudos descreveram isolamento de cé-
lulas, seguido por transplante para um receptor infértil, 
sem cultura in vitro ou caracterização de células isola-
das.(12,13) No entanto, considerando o sucesso no estabe-
lecimento da espermatogênese de receptores inférteis, 
o desenvolvimento de protocolos para isolamento e pu-
rificação de ET constitui uma ferramenta importante 
para permitir o estudo da biologia celular dessas células 
e melhora dos protocolos de transplante de ET.(14) O 
primeiro passo é o aperfeiçoamento dos procedimentos 
de isolamento para melhorar a pureza das ET, evitando, 
assim, contaminação com outros tipos celulares. Isso é 
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em duas etapas, a eliminação efetiva de células conta-
minadas e a coleta de ET altamente puras. Inicialmen-
te, as ET coletadas foram cultivadas células somáticas e 
de Sertoli, e, depois da separação, as células foram pu-
rificadas por centrifugação em gradiente de densidade 
com albumina do soro bovino (BSA). Esse método foi 
capaz de remover a maioria das células não TE e a puri-
ficação da suspensão celular alcançou mais de 91,5%.(19) 

Marcadores celulares de espermatogônias-
-tronco 
Considerando que o principal objetivo do isolamento, 
cultura e transplante de ET é a preservação e a restau-
ração da fertilidade, e que a maioria dos pacientes que 
se beneficiarão a partir do transplante de ET tem cân-
cer quando as biópsias dos testículos são coletadas, o 
risco inerente de reintroduzir células malignas nos pa-
cientes deve ser eliminado. Apesar da identificação de 
diversos marcadores em ET e da ajuda no processo de 
isolamento celular, nenhum deles provou ser especifico 
para essa população. O primeiro painel de marcadores 
utilizados para isolamento das ET por meio de FACS 
foi baseado na identificação positiva por β1-integrina 
(CD29) e a6-integrina (CD49f), e negativa para av-in
tegrina (CD51).(21) Porém, após estudo inicial, outros 
marcadores de ET foram identificados: Thy1 (CD90), o 
CD9, o receptor a1 derivado do fator neurotrófico das 
células da glia (GFRα1), SSEA-4 e a E-caderina.(10,20,22)  
Alguns marcadores negativos também foram utilizados, 
tais como c-Kit (CD117) e CD45.(22) Isolar uma popula-
ção de ET altamente purificada por meio da combinação 
de marcadores de seleção positivos e negativos é essencial 
para obter espermatogônias indiferenciadas e remover 
a contaminação maligna.(1) Porém, ainda não foi possí-
vel identificar uma combinação de marcadores positivos 
e negativos que produza uma suspensão de ET pura.(23)  

Um estudo recente demonstrou que a combinação de 
CD90 (marcador positivo) e CD45 (marcador negativo) 
resultou em uma suspensão de células germinativas livres 
de células cancerígenas.(10) Porém, a verificação da pureza 
da amostra pós-seleção é necessária para confirmar a re-
moção de células com potencial fenótipo cancerígeno.(10) 

Condições de cultura in vitro de espermatogô-
nias-tronco
Espermatogônias-tronco estão presentes em número 
reduzido nos túbulos seminíferos, aproximadamente 
0,03% dessas células nos testículos. As ET precisam ser 
proliferadas para aumentarem o número de células in-
diferenciadas necessárias para o transplante.(10,24) Para 
alcançar essa proliferação, um ambiente in vitro o mais 
similar possível ao nicho das ET nos testículos deve ser 

disponibilizado. O nicho das ET é composto por diferen-
tes tipos celulares, como as células de Sertoli, peritubula-
res, mioides e de Leydig.(15) No entanto, o tratamento en-
zimático para dissociação do tecido e isolamento das ET 
destrói os compartimentos do microambiente onde ela se 
encontra in vivo, como, por exemplo, os ambientes inters-
ticial, basal, intraepitelial e microambiente adluminal.(16)

O sistema de cultura básico desenvolvido para as ET 
depende do uso de um meio de cultura suplementado 
com hormônios, fatores de crescimento e uma camada 
alimentadora de células somáticas, como fibroblastos 
embrionários de camundongos (MEF - mouse embryonic  
fibroblasts), linhagem de células STO ou Sertoli.(25) 

Um fator fundamental para maioria das culturas celu-
lares, o soro fetal, provou ser prejudicial para prolife-
ração das ET.(26) Após avaliação do uso de diferentes 
concentrações de soro fetal para cultura de ET, nenhu-
ma foi capaz de melhorar a proliferação comparada a 
condição livre de soro.(26) O uso de Knockout™ Serum  
Replacement (KSR) e BSA como uma alternativa ao 
soro possibilitou a proliferação das ET por meio da faci-
litação de progressão do ciclo celular.(27) Para preencher 
a falta de hormônios ou fatores de crescimento presen-
tes no soro, é necessário adicionar proteínas purifica
das e suplementos.(27) Alguns dos fatores de crescimento 
identificados que são necessários para proliferação das 
ET são o fator neurotrófico derivado de células da glia 
(GDNF), o receptor a1 derivado do GDNF (GFRA1) e 
o fator crescimento de fibroblasto 2 (FGF2).(14,26)

O uso de camada alimentadora com MEF ou STO 
tem um efeito positivo na manutenção das ET, pois 
as células da camada alimentadora liberam fatores de 
crescimento e citocinas, que promovem o condiciona-
mento do meio de cultura.(9,28) De modo similar, a cama-
da alimentadora com MEF provê uma superfície mais 
adequada para a adesão das ET. Como qualquer outro 
tipo de célula, as ET são diretamente influenciadas pela 
topografia, robustez e firmeza dos substratos.(28,29) Todas 
as melhorias nas condições de cultura da ET permiti-
ram a manutenção a longo prazo de linhagens obtidas 
de diferentes camundongos e faixas etárias. As ET fo-
ram mantidas indiferenciadas por 6 meses sem perda 
de função e capacidade de retomar a espermatogenese 
normal após o transplante.(26) Porém, a aplicação clínica 
de ET requer o desenvolvimento de sistemas de cultivo 
livre do uso de produtos de origem animal para evitar 
possíveis contaminações patogênicas.(30) 

POSSIBILIDADES FUTURAS DO USO DAS ESPERMATO-
GÔNIAS TRONCO
Desde 1990, o restabelecimento da espermatogênese em 
modelos animais foi comprovado. A partir daí, um gran-
de progresso aconteceu em relação ao conhecimento da 
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biologia e das características das espermatogônias-tron-
co, assim como no conhecimento sobre a manutenção 
dessas células in vitro e na identificação de marcadores 
celulares de espermatogônias-tronco. A capacidade de 
modular as condições in vitro envolvidas no controle en-
tre autorrenovação versus decisões de diferenciação das 
espermatogônias-tronco levar à produção de gametas 
funcionais in vitro.(26) Essa produção, associada às técni-
cas de transplante de modelos animais para humanos, 
permitem o estudo da biologia molecular e celular da 
diferenciação de células germinativas masculinas, e pos-
sibilita o desenvolvimento de novas estratégias terapêu-
ticas para tratamento da infertilidade.(15,26) 

A possibilidade de restaurar a fertilidade em homens 
tem enorme potencial em pesquisa básica e ciência apli-
cada.(14) O desenvolvimento de técnicas de cultura pode 
oferecer esperança para a futura preservação da fertilidade 
em casos em que não há outras opções, como de pacientes 
com câncer na pré-puberdade. Muitas clínicas já promo-
vem a criopreservação de tecido testicular de homens com 
câncer, porém é importante desenvolver técnicas para eli-
minar o risco de reintroduzir células malignas durante o 
transplante de espermatogônias-tronco.(1)

Além disso, diversos estudos também mostram que 
espermatogônias-tronco são capazes de se diferenciar 
em vários tipos de células in vitro, tais como cardiomi-
ócitos e células neurais. É importante destacar que es-
sas células têm diversas vantagens em comparação as 
células-tronco embrionárias, incluindo a ausência de 
problemas éticos associados a sua origem, e também a 
baixa frequência de tumorigênese e rejeição imune.(19) 
Considerando todas as questões, as espermatogônias-
-tronco podem ser uma opção promissora para aplica-
ção clinica em estudos de terapia celular.(19)

REFERÊNCIAS
1. 	 Hermann BP, Sukhwani M, Salati J, Sheng Y, Chu T, Orwig KE. Separating 

spermatogonia from cancer cells in contaminated prepubertal primate testis 
cell suspensions. Hum Reprod. 2011;26(12):3222-31.

2. 	 Struijk RB, Mulder CL, van der Veen F, van Pelt AM, Repping S. Restoring fertility 
in sterile childhood cancer survivors by autotransplanting spermatogonial 
stem cells: are we there yet? Biomed Res Int. 2013;2013:903142. Review.

3. 	 van den Berg H, Repping S, van der Veen F. Parental desire and acceptability 
of spermatogonial stem cell cryopreservation in boys with cancer. Hum Reprod. 
2007;22(2):594-7.

4. 	 Ginsberg JP. Educational paper: the effect of cancer therapy on fertility, the 
assessment of fertility and fertility preservation options for pediatric patients. 
Eur J Pediatr. 2011;170(6):703-8. Review.

5. 	 Linkeviciute A, Boniolo G, Chiavari L, Peccatori FA. Fertility preservation in cancer 
patients: the global framework. Cancer Treat Rev. 2014;40(8):1019-27. Review.

6. 	 Green DM, Kawashima T, Stovall M, Leisenring W, Sklar CA, Mertens AC, et 
al. Fertility of male survivors of childhood cancer: a report from the Childhood 
Cancer Survivor Study. J Clin Oncol. 2010;28(2):332-9.

7. 	 Armenian SH, Landier W, Hudson MM, Robison LL, Bhatia S; COG Survivorship 
and Outcomes Committee. Children’s Oncology Group’s 2013 blueprint for 

research: survivorship and outcomes. Pediatr Blood Cancer. 2013;60(6): 
1063-8. Review.

8.	 Ogawa T, Aréchaga JM, Avarbock MR, Brinster RL. Transplantation of 
testis germinal cells into mouse seminiferous tubules. Int J Dev Biol. 1997; 
41(1):111-22.

9. 	 Nagano M, Avarbock MR, Leonida EB, Brinster CJ, Brinster RL. Culture of 
mouse spermatogonial stem cells. Tissue Cell. 1998;30(4):389-97.

10. 	Smith JF, Yango P, Altman E, Choudhry S, Poelzl A, Zamah AM, et al. Testicular 
niche required for human spermatogonial stem cell expansion. Stem Cells 
Transl Med. 2014;3(9):1043-54.

11.	 Bellvé AR, Cavicchia JC, Millette CF, O’Brien DA, Bhatnagar YM, Dym M. 
Spermatogenic cells of the prepuberal mouse. Isolation and morphological 
characterization. J Cell Biol. 1977;74(1):68-85.

12.	 Brinster RL, Avarbock MR. Germline transmission of donor haplotype 
following spermatogonial transplantation. Proc Natl Acad Sci U S A. 1994; 
91(24):11303-7.

13.	 Brinster CJ, Ryu BY, Avarbock MR, Karagenc L, Brinster RL, Orwig KE. 
Restoration of fertility by germ cell transplantation requires effective recipient 
preparation. Biol Reprod. 2003;69(2):412-20.

14.	 Kubota H, Brinster RL. Culture of rodent spermatogonial stem cells, male 
germline stem cells of the postnatal animal. Methods Cell Biol. 2008;86:59-84.

15.	 Oatley JM, Brinster RL. Regulation of spermatogonial stem cell self-renewal 
in mammals. Annu Rev Cell Dev Biol. 2008;24:263-86. Review.

16.	 Aponte PM. Spermatogonial stem cells: Current biotechnological advances in 
reproduction and regenerative medicine. World J Stem Cells. 2015;7(4):669-80.

17.	 Zheng Y, Zhang Y, Qu R, He Y, Tian X, Zeng W. Spermatogonial stem cells 
from domestic animals: progress and prospects. Reproduction. 2014;147(3): 
R65-74. Review.

18.	 Kubota H, Brinster RL. Technology Insight: In vitro culture of spermatogonial 
stem cells and their potential therapeutic uses. Nat Clin Pract Endocrinol Metab. 
2006;2(2):99-108. Review.

19.	 He BR, Lu F, Zhang L, Hao DJ, Yang H. An alternative long-term culture system 
for highly-pure mouse spermatogonial stem cells. J Cell Physiol. 2015; 
230(6):1365-75.

20.	 Lim JJ, Seol DW, Choi KH, Shin DH, Kim HJ, Song SH, et al. Spermatogonial 
stem cell enrichment using simple grafting of testis and in vitro cultivation. 
Sci Rep. 2014;4:5923.

21.	 Shinohara T, Avarbock MR, Brinster RL. beta1- and alpha6-integrin are 
surface markers on mouse spermatogonial stem cells. Proc Natl Acad Sci  
U S A. 1999;96(10):5504-9.

22.	 Dym M, Kokkinaki M, He Z. Spermatogonial stem cells: mouse and human 
comparisons. Birth Defects Res C Embryo Today. 2009;87(1):27-34. Review.

23.	 Goossens E, Tournaye H. Adult stem cells in the human testis. Semin Reprod 
Med. 2013;31(1):39-48. Review.

24.	 Youn H, Kim SH, Choi KA, Kim S. Characterization of Oct4-GFP spermatogonial 
stem cell line and its application in the reprogramming studies. J Cell Biochem. 
2013;114(4):920-8.

25.	 Liu S, Tang Z, Xiong T, Tang W. Isolation and characterization of human 
spermatogonial stem cells. Reprod Biol Endocrinol. 2011;9:141.

26.	 Kubota H, Avarbock MR, Brinster RL. Growth factors essential for self-renewal 
and expansion of mouse spermatogonial stem cells. Proc Natl Acad Sci U S A. 
2004;101(47):16489-94.

27.	 Aoshima K, Baba A, Makino Y, Okada Y. Establishment of alternative culture 
method for spermatogonial stem cells using knockout serum replacement. 
PloS One. 2013;8(10):e77715.

28.	 Li Z, Leung M, Hopper R, Ellenbogen R, Zhang M. Feeder-free self-renewal 
of human embryonic stem cells in 3D porous natural polymer scaffolds. 
Biomaterials. 2010;31(3):404-12.

29.	 Lü D, Luo C, Zhang C, Li Z, Long M. Differential regulation of morphology 
and stemness of mouse embryonic stem cells by substrate stiffness and 
topography. Biomaterials. 2014;35(13):3945-55.

30.	 Nagano MC. Techniques for culturing spermatogonial stem cells continue to 
improve. Biol Reprod. 2011;84(1):5-6. Review.


