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RESUMO

SILVA, Vinicius Herold Dornelas e, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, julho de
2018. Avaliacao morfofuncional testicular do lobo-guara (Chrysocyon brachyurus)
nas diferentes estacoes climaticas do ano. Orientador: Tarcizio Antonio Régo de Paula.
Coorientador: Moacir Carretta Junior.

Classificado como ameacado de extingdo pela IUCN e vulneravel pela Lista Nacional
Espécies da Fauna Brasileira Ameacadas de Extingdo, o lobo-guara (Chrysocyon
brachyurus) sofre com a reducdo e fragmentagdo do seu ambiente, atropelamentos,
reducdo da populacdo de suas presas naturais. Estudo sobre a diversidade genética dessa
espécie relatou que mais de 40% das amostras obtida foram de animais mortos em
estradas ou resgatados proximos de 4reas urbanas com sinais de envenenamento e/ou
machucados. Assim para o estabelecimento de técnicas em reproducao assistida e para a
manuten¢do da variabilidade genética da espécie torna-se necessario o esclarecimento da
dindmica de funcionamento dos parametros testiculares ao longo do ano. Poucos estudos
existem sobre a variacao na produgdo de espermatozoide para carnivoros neotropicais,
entretanto, foi identificaram uma variacao nos parametros seminais ao longo do ano para
o lobo-guara. Neste sentido, o estudo quantitativo dos componentes testiculares ao longo
das estacOes climaticas torna-se essencial para o entendimento desse processo nessa
espécie. Sendo assim, o objetivo deste trabalho foi avaliar a dinamica do parénquima
testicular do lobo-guaré ao longo do ano. Foram avaliadas amostras testiculares de quatro
individuos de lobos-guara para cada uma das diferentes estagdes climaticas do ano, estas
amostras foram obtidas no acervo do Centro de Triagem de Animais Silvestres da
Universidade Federal de Vigosa (CETAS-UFV), Vigosa, Minas Gerais. O volume
testicular foi obtido através do calculo do volume do elipsoide, e posteriormente foi
realizada a confec¢do de laminas histologicas. Os parametros morfométricos do testiculo,
como a propor¢ao e o volume de tibulo seminifero, intertibulo e de célula de Leydig, o
comprimento tubular, o didmetro de tubulo seminifero e de nucleo de célula de Leydig e
o nimero de células de Leydig, foram mensurados ao longo das quatro estagdes climaticas
do ano. O peso do testiculo (6,03 + 0,3g), a proporgao (75,95 + 5,84%) e o volume (4,58
+ 0,47ml) de tubulo seminifero mostraram-se maiores no outono, época de acasalamento,

porém o volume de tecido intertubular ndo se alterou ao longo das diferentes estagdes
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climéaticas. O diametro médio do tibulo seminifero na época acasalamento também foi
maior (225,31 £ 6,07 um) em relag@o ao periodo fora da época acasalamento. A propor¢ao
(40,00 £ 3,34%) e o volume (1,57 £+ 0,38ml) de intertubulo foram maiores no inverno,
época de nascimento dos filhotes, o mesmo ocorre para o numero de célula de Leydig
totais, (9,44x10%+ 1,72x10%), sendo o didmetro e o volume do nucleo da célula o inico
componente que ndo teve variagdes ao longo do ano. Neste sentido é possivel concluir
que ha uma sazonalidade nos constituintes do testiculo de lobo-guara ao longo das

diferentes estacdes climaticas do ano na regido de estudo.
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ABSTRACT

SILVA, Vinicius Herold Dornelas e, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, July, 2018.
Testicular morphofunctional evaluation of the maned wolf (Chrysocyon brachyurus)
at the different climatic seasons of the year. Advisor: Tarcizio Antonio Régo de Paula.
Co-advisor: Moacir Carretta Junior.

Classified as endangered by the IUCN and vulnerable by the National List Species of
Brazilian Fauna Threatened of Extinction, the maned wolf (Chrysocyon brachyurus)
suffers from the reduction and fragmentation of its environment, trampling, and
population reduction of its natural prey. A study on the genetic diversity of this species
reported that more than 40% of the samples obtained were from animals killed on roads
or rescued near urban areas with signs of poisoning and / or bruising. Thus for the
establishment of techniques in assisted reproduction and for the maintenance of the
genetic variability of the species it is necessary to clarify the dynamics of testicular
parameters functioning throughout the year. Few studies exist on the variation in sperm
production for neotropical carnivores, however, a variation on the seminal parameters
was identified for the maned wolf throughout the year. In this sense, the quantitative study
of the testicular components throughout the climatic seasons becomes essential for the
understanding of this process in this species. Thus, the objective of this work was to
evaluate the dynamics of the testicular parenchyma of the maned wolf throughout the
year. Testicular samples of four individuals of maned wolves were evaluated for each of
the different climatic seasons of the year. These samples were obtained from the Centro
de Triagem de Animais Silvestres da Universidade Federal de Vigosa (CETAS-UFV),
Vicosa, Minas Gerais. The testicular volume was obtained by calculating the volume of
the ellipsoid, and later the preparation of histological slides was performed. The
morphometric parameters of the testis, such as the ratio and volume of seminiferous,
intertubule and Leydig cell tubule, tubular length, seminiferous tubule diameter and
Leydig cell nucleus, and Leydig cell number were measured at during the four seasons of
the year. The weight of the testis (6.03 = 0.3 g), the proportion (75.95 + 5.84%) and the
volume (4.58 + 0.47 ml) of the seminiferous tubule were higher in the autumn, mating
season, but the volume of intertubular tissue did not change over the different climatic
seasons. The mean diameter of the seminiferous tubule at the mating season was also

higher (225.31 £ 6.07 um) compared to the off-season mating period. The proportion
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(40.00 £ 3.34%) and volume (1.57 = 0.38 ml) of intertubule were higher in the winter,
the cub' birth time, the same for the total Leydig cell number, ( 9.44x108 + 1.72x108),
the diameter and volume of the cell nucleus being the only component that did not change
throughout the year. In this sense, it is possible to conclude that there is a seasonality in
the constituents of the testudo of maned wolf along the different climatic seasons of the

year in the region of study.



1. INTRODUCAO GERAL

A distribuicao e abundancia dos grandes carnivoros reduziram drasticamente com
o decorrer da ocupagao humana (Paquet e Hackman, 1995). O que prejudica a
manuten¢do da variabilidade genética, ligada intrinsecamente a conservagao das espécies,
pois quando uma popula¢@o quando isolada geograficamente e fica sujeita a uniformidade
genética e varios fatores se somam para desencadear o processo de extingao. Entre estes
fatores estdo a diminuigdo da fertilidade, maior susceptibilidade a doengas, o aumento de
anormalidades espermaticas e o desbalanceamento end6crino de hormdnios reprodutivos,
afetando a espermatogénese, ovulacdo, morbidade e mortalidade perinatal (O’Brien e
MCCullogh, 1985; Wildt et al., 1987; Wildt et al., 1992; Munson et al., 1996; Eizirik et
al., 2001).

1.1. Lobo-guara (Chrysocyon brachyurus)

A familia Canidea pertence a ordem Carnivora, um grande grupo de mamiferos
predadores caracterizados por possuirem dois pares de dentes caninos e os quartos pré-
molares superiores e primeiros molares inferiores modificados para maximizar a
eficiéncia de corte de pele, musculos e tenddes de suas presas (Xiaoming et al., 2004).
Apesar da denticao adaptada a dieta carnivora, muitas espécies incluem outros elementos
na dieta, como insetos e vegetais, algumas em grande propor¢do, como € o caso do lobo
guara (IUCN, 2004; Nalla, 2017).

Atualmente existem 16 géneros de canideos, que abrigam 36 espécies distribuidas
pelos mais diversos ecossistemas, desde desertos até o Artico (IUCN, 2004; Sillero-Zubiri
e Macdonald, 2004). Dentre elas, o lobo-guara (Chrysocyon brachyurus) representa a
maior espécie de canideo na América do Sul e a quarta maior espécie mundial. A area de
ocorréncia desta espécie abrange do nordeste do Brasil (exceto areas costeiras) até o norte
da Argentina, Paraguai, leste da Bolivia e oeste dos Pampas del Chaco no Peru (Figura
1), em um total de aproximadamente 5 milhdes de km? (Dietz, 1985).

O lobo-guara possui pernas longas e pelagem vermelha como ferrugem cobrindo
a maior parte do corpo, enquanto em volta do focinho e na regido distal das pernas a
pelagem ¢ marrom escura ou preta, € na regido cervical dorsal possui coloragdo preta,

formando uma crina. A pelagem da crina ¢ muitas vezes erguida durante encontros de



combate, por isso estd espécie também ¢ conhecida como “Lobo de Crina” (Fletchall et
al., 1995) (Figura 2).

Sdo animais onivoros oportunistas e alteram os componentes de sua dieta de
acordo com a disponibilidade de recursos nas diversas estagdes do ano. A por¢ao animal
consumida inclui pequenos mamiferos como roedores e tatus, répteis, gastropodes e ovos
de aves (Silveira, 1968; Juarez e Marinho-Filho, 2002), além de anfibios e insetos
(Bestelmeyer, 2000; Juarez ¢ Marinho-filho, 2002). Bestelmeyer ¢ Westbrook (1998)
documentaram que lobos-guard também tém sucesso cacando veado-campeiro. No
Brasil, a por¢do vegetal da dieta ¢ composta principalmente por Solanum lycocarpum,
comumente chamada lobeira ("Fruit of the Wolf"). Esta fruta tem produgdo durante todo
0 ano e representa grande por¢do (aproximadamente 58%) da sua dieta em vida livre

(Dietz, 1984).

IUCN | Content may not

Figura 1: Area de distribuicdo do lobo-guara (Chrysocyon brachyurus)
(IUCN, 2018).

O lobo-guara possui habitos principalmente crepusculares e noturnos (Melo et al.,
2007), ¢é territorialista, podendo ocupa uma area de 20 a 100 km? (Dietz, 1984; Melo et

al., 2007). Sao animais solitarios, porém na época reprodutiva podem ser vistos em casais,
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podendo o territorio da fémea se sobrepor ao do macho (Melo et al., 2007). Quanto ao
comportamento reprodutivo, sdo monogamicos facultativos na maior parte da vida
(Miranda, 2003), com pares andando juntos durante a estagdo reprodutiva (abril-junho)
para o acasalamento (Dietz, 1984). Melo et al. (2007 e 2009) observaram que o macho de
lobo-guard diminui sua area de vida durante o periodo peri-parto, assim como a distincia
da fémea e seu nivel de atividade, indicando cuidados parentais, mesmo que nao
diretamente, com a prole. Em cativeiro foi relatado machos representando um papel no
crescimento dos filhotes com regurgitagdo de comida (Rasmussen e Tilson, 1984), o
mesmo foi observado para outras espécies de canideos como o lobo cinzento (Canis
lupus), cao selvagem africano (Lycao pictus), cachorro do mato (Cerdocyon thous) e

cachorro vinagre (Speothos venaticus) (Asa e Valdespino, 1998).

Figura 2: Individuo de lobo-guara (Chrysocyon brachyurus) macho adulto mantido pelo

Centro de Triagem de Animais Silvestres da Universidade Federal de Vigosa (CETAS-
UFV).

O periodo de gestacdo do lobo-guara ¢ de 63-67 dias, as ninhadas sdo de 2-5
filhotes e os nascimentos podem ocorrer no inicio de fevereiro, mas a maioria dos filhotes

nasce durante a estacao seca de junho a setembro (Dietz, 1984). A época de acasalamento
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dessa espécie corresponde, no Brasil, a estacao climatica do outono compreendida entre
os meses de abril a junho, o nascimento dos filhotes ¢ na estacdo climatica do inverno que
sdo os meses de julho, agosto e setembro. J4 as estacdes climaticas da primavera (outubro
a dezembro) e do verdo (janeiro a margo) ¢ o periodo fora da época reprodutiva dessa

espécie, em que macho e fémea estdo em territorios separados (Lyon e Stearns, 1995).

1.2. Conservacao

O lobo-guara esta listado no Apéndice II da CITES (Convention on International
Trade in Endangered Species) como espécie cujo comércio deve ser controlado, apesar
de ndo se encontrar em perigo de extingdo, de modo a evitar uma comercializa¢do nao
compativel com a sua sobrevivéncia (Cites-Listed Species, 2017), além de constar na
Lista Nacional das Espécies da Fauna Brasileira Ameagadas de Extingdo (ICMBio, 2016)
como vulneravel e como quase ameacgado de extingdo pela JUCN (International Union for
Conservation of Nature) Red List of Threatened Species (IUCN, 2015). As principais
causas do declinio desta espécie sao a redugdo e fragmentagdo drastica do seu ambiente,
atropelamentos em rodovias, redu¢do da populacdo de suas presas naturais e a forte
pressdo de caca, uma vez que acabam invadindo fazendas e predando animais domésticos
como uma alternativa de alimentagdo (Dietz, 1984; Dietz, 1987; Fonseca et al., 1994;
Vieira, 1996). Estudo sobre a diversidade genética dessa espécie na regido do Distrito
Federal, Brasil, relatou que mais de 40% das amostras obtidas foram de animais mortos
em estradas ou resgatados proximos de areas urbanas com sinais de envenenamento e/ou
machucados (Lion et al., 2011). Os animais domésticos também podem representar uma
ameaca a essa espécie, pois competem por alimento e podem se tornar fonte de doengas
(Rodden et al., 2004).

O lobo-guard ¢ uma espécie nativa do cerrado, um ambiente que sofre forte
pressdo humana, sendo que este bioma tem apenas 6% em areas protegidas e até 2002
perdeu mais de 50% de sua area original, sendo as principais causas da perda de area a
degradacao do solo, uso intenso de fertilizantes, pastagens com gramineas exoticas e
queimadas repetitivas (Klink e Machado, 2005; Machado et al., 2004; Myers et al., 2000).
Essa espécie possui ainda uma grande importancia ecoldgica, pois, assim como os demais
carnivoros, apresenta um papel determinante na regulagdo da densidade de suas espécies
de presas, além de muitas outras espécies da comunidade, processo conhecido como

“cascata trofica” (Greene, 1988; Terborgh, 1990).



A perda continua e acelerada da biodiversidade global tem desafiado o campo da
biologia da conservagdo, que define os muitos fatores que influenciam ecossistemas e a
sobrevivéncia das espécies. A fragmentacdo, exploracio e poluicao dos habitats naturais
tém resultado em perdas catastroficas de variabilidade genética causadas pela constrigao
subsequente de populacdes (Wildt et al., 1992). O estabelecimento de técnicas em
reproducdo assistida para a manutencdo da variabilidade genética de espécies em
acelerado processo de extingdo torna-se necessario, assim como o esclarecimento de

parametros basicos de sua reproducao.

1.3. Testiculo

O testiculo dos mamiferos ¢ um o6rgdo de forma ovalada a arredondada,
geralmente, localizado fora da cavidade abdominal em uma prega cutanea, denominada
escroto (Dyce, 2004). A localizagdo testicular ¢ importante na maioria das espécies de
mamiferos devido a necessidade de uma temperatura inferior nos testiculos do que a
temperatura da cavidade abdominal para manuten¢do das funcdes testiculares (Junqueira
e Carneiro, 2008).

Este orgdo estd envolto pela tinica albuginea, uma cépsula constituida de tecido
conjuntivo fibroso e, em algumas espécies, também por células contrateis (Setchell,
1991). Essa tinica ¢ continua com as trabéculas de tecido conjuntivo, os septos
testiculares, que convergem para o interior do testiculo no sentido do mediastino
formando 16bulos testiculares, que apresentam vasos e alojam os tibulos seminiferos
(Paula, 1999; Carretta Junior, 2008).

Embriologicamente a maioria das células somaticas constituintes dos testiculos
sao procedente dos ductos mesonéfricos e do epitélio celomatico, exceto as células
germinativas que se originam do epiblasto (1998; Merchant-Larrios € Moreno-Mendoza,
1998). Funcionalmente o testiculo pode ser dividido em dois compartimentos principais,
tubular e intertubular (Ashdown e Hancock, 1988). O compartimento tubular, formado
pelo epitélio germinativo ou seminifero, ¢ constituido por dois tipos de células, as da
linhagem germinativa e as somaticas, ou células de Sertoli, que envolvem e nutrem as
células germinativas. No compartimento intertubular se localizam as células intersticiais
de Leydig, responsaveis pela producdo de testosterona, além de vasos sanguineos e
linfaticos, nervos, células e fibras do tecido conjuntivo (Rondon et al., 2000; Junqueira e

Carneiro, 2008).



Os hormdnios gonadotroficos hipofisarios controlam as fungdes enddcrinas e
exdcrinas do testiculo. O hormdnio foliculo estimulante (FSH) esta relacionado com o
inicio e manutencdo da atividade gametogénica dos tibulos seminiferos, € o hormdnio
luteinizante (LH) controla a atividade endocrina das células de Leydig. Estas sao
responsaveis pela producao de testosterona, dando suporte a atividade gametogénica,
além de serem responsaveis pelas caracteristicas sexuais secunddrias no macho adulto
(Ashdown e Hancock, 1988).

O indice gonadossomatico (IGS) ¢ a relacao entre o tamanho corporal e o tamanho
dos testiculos, e ele pode fornecer informagdes sobre a fisiologia reprodutiva e até mesmo
sobre o sistema de acasalamento de uma espécie (Kenagy e Trombulak, 1986). Animais
que adotam comportamento sexual baseado em sistemas promiscuo ou poliandrico, no
qual diferentes machos copulam com a mesma fémea no mesmo ciclo estral, apresentam
maior IGS quando comparados aos animais que adotam sistemas monogamicos ou
poliginico, no qual um tnico macho ¢é responsavel pela copula com uma ou vérias fémeas
(Short, 1997).

Existe também uma correlagdao entre o peso testicular e a produgdo espermatica
(Amann, 1970; Olar et al., 1983; Franca e Russell, 1998), entretanto, o tamanho testicular
ndo acompanha proporcionalmente o tamanho corporal, sendo o investimento somatico
em massa gonadal maior em animais de pequeno porte em relacdo aqueles de maior porte
corporal (Kenagy e Trombulak, 1986). Esse fato contribui para a economia de energia, ja
que animais de grande porte podem produzir grandes quantidades de espermatozoides,
sem a necessidade de maior investimento em tamanho testicular (Paula, 1999).

H4 uma grande variag¢do na propor¢ao volumétrica de tubulo seminifero existente
no testiculo entre as diferentes espécies, sendo esse componente o mais abundante do
parénquima testicular em todos os animais ja estudados (Franga e Russell, 1998; Leal et
al., 2006; Costa et al., 2008; Caldeira et al., 2010). Parametros quantitativos diretamente
relacionados com o tubulo seminifero, como o didmetro tubular, a espessura do epitélio
seminifero e o comprimento total de tibulos seminiferos, apresentam relagdo positiva
com a atividade espermatogénica, fornecendo informagdes que permitem a descri¢do da
mesma em uma dada espécie (Franca e Russell, 1998; Paula, 1999).

O epitélio seminifero € composto por quatro camadas de células germinativas de
geragdes distintas. Na camada basal do epitélio seminifero observam-se espermatogonias
e espermatocitos primarios iniciais; ja as camadas intermedidrias sdo formadas por

geracdes de espermatocitos primarios mais desenvolvidos e espermatdcitos secundarios;
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enquanto na camada apical encontram-se as espermatides. Todas essas células estdo
organizadas numa série bem definida de associagdes celulares ou estadios. Estes estadios
se sucedem numa determinada &rea do epitélio seminifero, com o decorrer do tempo. Esta
sequéncia, completa e ordenada, constitui o processo denominado como ciclo do epitélio
seminifero (CES) (Leblond e Clermont, 1952; Swierstra, 1968; Ortavant et al., 1977,
Russell et al., 1990).

Entre os métodos utilizados para se estudar os estddios do ciclo do epitélio
seminifero, o mais empregado nos animais domésticos € aquele baseado na forma e na
localizagao dos nucleos das espermatides e na presenca de figuras de divisdes meidticas
(Roosen-Runge e Giesel Jr., 1950; Courot et al., 1970; Ortavant et al., 1977; Guerra, 1983;
Franga, 1991), método este designado como da morfologia tubular. Com exce¢do de
algumas espécies de primatas, o arranjo dos estadios do ciclo do epitélio seminifero é
segmentar em todos os mamiferos investigados, existindo somente um estadio por seccao
transversal de tubulo seminifero (Leblond e Clermont, 1952; Russell et al., 1990).

A sustentacdo e organizagdo das células germinativas ao longo do epitélio
seminifero sdo feitas por uma célula somatica, a célula de Sertoli (Russell et al., 1990).
Esta desempenha papel fundamental na media¢dao da acdo do FSH e da testosterona no
processo espermatogénico, no suporte e nutricdo das células germinativas em
desenvolvimento, na compartimentalizagdo do epitélio seminifero, na liberagdo de
espermatozoides no lume tubular, na secre¢do de fluidos, e na fagocitose de células
germinativas em degeneracdo e do excesso de citoplasma das espermatides em
espermiacao (Russell e Griswold, 1993; Franca e Russell, 1998). Amann e Almquist
(1961) desenvolveram a metodologia para o acesso a reserva espermatica testicular
através da quantifica¢do da populagdo de espermatides no epitélio seminifero, ou seja, o
nimero potencial de espermatozoides em produgdo no testiculo, ou por grama de testiculo
a cada ciclo do epitélio seminifero de uma dada espécie. Estes mesmo autores
descreveram a produgdo espermatica testicular como sendo a divisdo da reserva
espermatica por um divisor de tempo, ou seja, a duracdo do ciclo do epitélio seminifero
(Amann e Almquist, 1962).

O compartimento intertubular do testiculo consiste de diferentes componentes
alocados entre os tibulos seminiferos. Dentre estes estao tecido conjuntivo, nervos, vasos
sanguineos e linfaticos, porém o principal componente deste compartimento sdo as
células de Leydig (Hooker, 1970). Elas iniciam a secrecdo de testosterona ainda na vida

fetal para a diferenciagdo embriologica dos 6rgdos genitais masculinos. Porém, ¢ durante
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a puberdade que as células intersticiais de Leydig tornam-se mais evidentes e funcionais.
A densidade populacional das células de Leydig pode variar entre individuos de espécies
diferentes e mesmo entre individuos da mesma espécie. Dentre os inumeros fatores que
podem influenciar o seu nimero por animal estdo a quantidade de LH disponivel, o
numero de receptores de LH por célula, a quantidade de testosterona que a célula de
Leydig ¢ capaz de secretar por unidade de tempo, a velocidade pela qual a testosterona
deixa o testiculo via vasos linfaticos, vasos sanguineos e fluidos seminais, o volume
sanguineo do animal e a taxa de metabolismo da testosterona (Russell et al., 1994;
Russell, 1996).

Estudos correlacionando a estrutura e a fungdo das células de Leydig, em vérias
espécies de mamiferos, mostraram que variagdes na secre¢do de testosterona resultam
mais da capacidade individual desta célula em secretar este hormonio do que de
diferengas no volume total das mesmas no testiculo (Ewing et al., 1979). Esta capacidade
esta altamente associada com a quantidade de reticulo endoplasmatico liso presente na
célula de Leydig (Zirkin, 1998). Neste sentido, Costa et al. (2006) observaram que os
niveis séricos de testosterona em capivaras (Hydrochoerus hydrochaeris) apresentaram
correlacdo positiva e significativa com o volume individual de células de Leydig e ndo

com a sua propor¢ao total ou com o numero das mesmas por testiculo.

1.4. Sazonalidade

O municipio de Vigosa esta localizado na Zona da Mata de Minas Gerais, no
bioma Mata Atlantica, apresenta uma estacdo chuvosa caracterizada por chuvas que se
concentram no periodo do verdo (dezembro a fevereiro). Nestes meses também sdo
registrados os maiores valores médios para as temperaturas maximas e também os
maiores valores referentes as temperaturas minimas mensais. A estacdo seca (junho,
julho e agosto) ¢ marcada pelos baixos indices pluviométricos e por apresentar as menores
temperaturas minimas mensais (Batista e Rodrigues, 2010).

Em regides temperadas as espécies dependem do fotoperiodo nos ciclos sazonais
de reproducdo, migragdo, torpor e hibernagdo, além destes fatores outros como
disponibilidade de alimento, interacdo social e estresse podem modular o impacto do
fotoperiodo no animal (Dardente et al., 2016). Os outros fatores sdo mais influenciadores
na sazonalidade animal em regides tropicais, onde o fotoperiodo apresenta uma variagao

anual comparativamente fraca (Marshall, 1936; Hazlerigg, 2014). Estes fatores atuam nas
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vias neuroendocrinas que estdo associadas aos neurdnios no cérebro que estimulam a
secre¢ao do hormonio liberador de gonadotropina (GnRH), e estes controlam a secrecao
dos esteroides gonadais e, por sua vez, os esterdides retornam para controlar a secrecio
das gonadotrofinas (Bronson, 2009).

Algumas estratégias reprodutivas visando minimizar o custo energético da
reproducdo em frente as mudancas climaticas ambientais sdo observadas em machos
adultos, como por exemplo, crescimento e involugdo testicular entre os periodos
reprodutivos e ndo reprodutivos (Bronson ¢ Heideman, 1994). Essas mudancas sazonais
estao associadas com alteragdes da massa testicular, mudancgas estas que ocorrem nas suas
estruturas e fungdes durante os ciclos anuais, o que requer uma precisao de mecanismos
associados a estimulacdo e inibi¢cdo da proliferacdo celular para o desenvolvimento da
espermatogénese (Schon et al., 2004).

Nos mamiferos das regides temperadas, com marcada variagdo climatica, se
observa uma sazonalidade reprodutiva com espermatogénese ¢ esteroidogénese
destacadas em uma especifica época do ano (Tsubota et al., 1997). Alteracdes na
morfometria tubular foram observadas em varias espécies entre as estagcdes reprodutivas
e ndo reprodutivas como: ferretes (Mustela putorius furo) (Neal et al., 1977), cervo nobre
(Dama) (Asher e Peterson, 1991), urso negro (Ursus americanos) (Tsubota et.al., 1997)
e cao guaxinim (Kaneko et al., 2005).

Os lobos-guard sao monogamicos facultativos na maior parte da vida (Miranda,
2003), as fémeas sdo monoestrais apresentando um unico periodo de ovulagdo por ciclo
(Johnson et al., 2014). Recentemente, Teodoro et al. (2012) demonstraram caracteristicas
de sazonalidade quanto as caracteristicas seminais ao longo do ano em lobos-guara na
regido sudeste do Brasil, sendo o volume do ejaculado, o nimero de espermatozoide e o

percentual de espermatozoides vivos maiores na época reprodutiva.
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ARTIGO 1

AVALIACAO MORFOFUNCIONAL DA PORCAO TUBULAR DO
TESTICULO DO LOBO-GUARA (Chrysocyon brachyurus) NAS DIFERENTES
ESTACOES CLIMATICAS DO ANO

RESUMO

O lobo-guara (Chrysocyon brachyurus) € classificado como vulneravel a extingdo de
acordo com a Lista Nacional das Espécies da Fauna Brasileira Ameacadas de Extin¢ao.
A época reprodutiva do lobo-guard estd compreendida entre abril € junho, sua gestacao
dura entre 63 e 67 dias e o nascimento dos filhotes ocorre entre junho e setembro. Em
animais de regides neotropicais a sazonalidade ndo havia sido descrita até recentemente,
quando diferengas significativas na produgao de espermatozoides ao longo do ano em
lobos-guard foram descritas. Neste sentido, o estudo quantitativo dos componentes
testiculares ao longo das estagdes climdticas torna-se essencial para o entendimento desse
processo nessa espécie. Sendo assim, o objetivo deste trabalho foi avaliar a dindmica do
parénquima testicular do lobo-guard ao longo do ano. Foram avaliadas amostras
testiculares de quatro individuos de lobos-guara para cada uma das diferentes estagdes
climaticas do ano, estas amostras foram obtidas no acervo do Centro de Triagem de
Animais Silvestres da Universidade Federal de Vigosa (CETAS-UFV), Vigosa, Minas
Gerais. O volume testicular foi obtido através do calculo do volume do elipsoide, e apos
a confecgdo de laminas histoldgicas os seguintes parametros foram obtidos e analisados:
percentuais volumétricos de tibulo seminifero e tecido intertubular, volumes de tibulo
seminifero e tecido intertubular, comprimento de tibulo seminifero e didmetro de tibulo
seminifero. O peso do testiculo (6,03 £ 0,3g), a proporcao (75,95 + 5,84%) e o volume
(4,58 £ 0,47ml) de tabulo seminifero mostraram-se maiores no outono, época de
acasalamento, porém o volume de tecido intertubular ndo se alterou ao longo das
diferentes estagdoes. O diametro médio do tibulo seminifero na €época acasalamento,
também foi maior (225,31+6,07 um) em relagdo ao periodo fora da época acasalamento.
Neste sentido € possivel concluir que hd uma sazonalidade no constituinte produtor de
espermatozoides do testiculo de lobo-guara ao longo das diferentes estagdes climaticas
do ano na regido estudada.

Palavras-chave: Canideo; Reproducgdo; Parénquima testicular; Sazonalidade.
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MORPHFUNCTIONAL EVALUATION OF THE TUBULAR PORTION OF
THE MANED WOLF (Chrysocyon brachyurus) TESTICLE IN THE DIFFERENT
CLIMATE SEASONS OF THE YEAR

ABSTRACT

The maned wolf (Chrysocyon brachyurus) is classified as vulnerable to extinction
according to the National List Species of Brazilian Fauna Threatened of Extinction. The
reproductive season of the maned wolf is between April and June, its gestation lasts
between 63 and 67 days and the birth of the cubs occurs between June and September. In
animals from Neotropical regions, seasonality had not been described until recently, when
significant differences in sperm production throughout the year in maned wolves were
described. In this sense, the quantitative study of the testicular components throughout
the climatic seasons becomes essential for the understanding of this process in this
species. Thus, the objective of this work was to evaluate the dynamics of the testicular
parenchyma of the maned wolf throughout the year. Testicular samples of four
individuals of maned wolves were evaluated for each of the different climatic seasons of
the year. These samples were obtained from the Centro de Triagem de Animais Silvestres
da Universidade Federal de Vigosa (CETAS-UFV), Vicosa, Minas Gerais. Testicular
volume was obtained by calculating the volume of the ellipsoid, and after the preparation
of histological slides the following parameters were obtained and analyzed: volumetric
percentages of seminiferous tubule and intertubular tissue, volumes of seminiferous
tubule and intertubular tissue, seminiferous tubule length and diameter of seminiferous
tubule. The weight of the testis (6.03 = 0.3 g), the proportion (75.95 £ 5.84%) and the
volume (4.58 + 0.47 ml) of the seminiferous tubule were higher in the autumn, mating,
but the volume of intertubular tissue did not change throughout the different seasons. The
mean diameter of the seminiferous tubule at the mating season was also higher (225.31 +
6.07 um) relative to the off-season mating period. In this sense it is possible to conclude
that there is a seasonality in the constituent producing spermatozoa of the wolf manure

testicle throughout the different climatic seasons of the year in the studied region.

Keywords: Canid; Reproduction; Testicular parenchyma; Seasonality.
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1. INTRODUCAO

A distribuicao e abundancia dos grandes carnivoros reduziram drasticamente com
o decorrer da ocupagdao humana (Paquet ¢ Hackman, 1995). A conservagao das espécies
estd intrinsecamente ligada & manutencdo da variabilidade genética, pois quando uma
populagdo ¢ isolada geograficamente e fica sujeita a uniformidade genética varios fatores
se somam para desencadear o processo de extingao. Entre estes fatores estao a diminuig¢ao
da fertilidade, maior susceptibilidade a doencas, o aumento de anormalidades
espermaticas e o desbalanceamento endocrino de hormonios reprodutivos, afetando a
espermatogénese, ovulacdo, morbidade e mortalidade perinatal (O’Brien e MCCullogh,
1985; Wildt et al., 1987; Wildt et al., 1992; Munson et al., 1996; Eizirik et al., 2001).

O lobo-guara (Chrysocyon brachyurus) representa a maior espécie de canideo na
América do Sul (Dietz, 1984). Esta espécie esta listada no Apéndice II da Convengao
sobre o Comércio Internacional de Espécies da Fauna e da Flora Selvagem Ameacadas
de Exting¢do (CITES) (Cites-Listed Species, 2017), além de constar na Lista Nacional das
Espécies da Fauna Brasileira Ameagadas de Extingao (2016) como vulneravel. Entre as
principais causas do declinio da populagdo desta espécie estdo a redugao e fragmentagao
drastica do seu ambiente, queimadas repetitivas de pastagens, atropelamentos em
rodovias, redugdo da populacao de suas presas naturais ¢ a forte pressao de caca (Dietz,
1987; Fonseca et al., 1994; Vieira, 1996; Klink ¢ Machado, 2005).

Sao animais monogamicos facultativos na maior parte da vida (Miranda, 2003).
Sua época de acasalamento corresponde, no Brasil, a estacdo climatica do outono,
compreendida entre os meses de abril a junho. O nascimento dos filhotes ¢ na estagdo
climatica do inverno que sdo os meses de julho, agosto e setembro. Ja as estacdes
climaticas da primavera (outubro a dezembro) e do verdo (janeiro a margo) correspondem
ao periodo fora da época reprodutiva (Lyon e Stearns, 1995). Teodoro et al. (2012)
identificaram, em lobos-guard, uma diminui¢do do volume ejaculado na época ndo
reprodutiva da espécie, a concentragdo de espermatozoide e o nimero de espermatozoides
vivos no ejaculado também seguiram esse padrao na época nao reprodutiva, indicando
que os machos da espécie possuem uma sazonalidade em sua producdo de
espermatozoides ao longo do ano.

As perdas continuas e aceleradas da biodiversidade global tém desafiado o campo
da biologia da conservagao, que define os muitos fatores que influenciam ecossistemas e

a sobrevivéncia das espécies. A fragmentacao, exploragdo e poluicao dos habitats naturais
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tém resultado em perdas catastroficas de variabilidade genética causadas pela constri¢ao
subsequente de populacdes (Wildt et al., 1992). Visando o estabelecimento de técnicas
em reprodu¢do assistida para a manutengdo da variabilidade genética de espécies em
acelerado processo de extingao torna-se necessario o esclarecimento dos parametros
basicos de sua reprodugdo. Sendo assim, o objetivo deste trabalho foi avaliar a dindmica

do parénquima testicular do lobo-guara ao longo do ano

2. MATERIAL E METODOS

2.1. Local e animais de estudo

O projeto foi autorizado pelo Instituto Chico Mendes de Biodiversidade (ICMBio)
com namero 55154-1, e registro na Comissdo de Etica de Uso Animal da Universidade
Federal de Vigosa (CEUA-UFV) com o nimero 70/2016.

Foram utilizadas amostras testiculares de 16 lobos-guard adultos (Chrysocyon
brachyurus) daregido de Vigosa, Minas Gerais, que foram casuisticamente encaminhados
e que vieram a 6bito no Centro de Tiragem de Animais Silvestres da Universidade Federal
de Vigosa (CETAS-UFV) durante seu periodo de atividades (2000 —2011).

Os animais encaminhados ao CETAS-UFV e que vieram a oObito eram
necropsiados, e durante o exame tanatoldgico varios dados e amostras eram registrados e
coletados, entre eles as medidas dos animais e fragmentos de 6érgaos que eram mantidas
em acervos para exames microscopicos e pesquisas futuras, como € o caso dos testiculos

dos animais deste estudo.

2.2.  Analises microscopicas e morfometria

Os dados biométricos dos animais, como peso € mensuracoes dos testiculos, foram
obtidos a partir das fichas de registro e necroscopia dos animais. Os fragmentos
testiculares usados nesta pesquisa foram provenientes de quatro individuos por estagao
climatica, totalizando 16 amostras do acervo do CETAS-UFV. O material coletado foi
fixado em solugdo de paraformaldeido 4% e glutaraldeido 4% em tampao fosfato 0,1M
pH 7,4 (Karnovsky, 1965), e conservados em alcool 70% até o momento da inclusdo.

As amostras foram submetidas a banhos crescentes de dlcoois para desidratagao,
posteriormente infiltradas e incluidas em resina de glicol metacrilato (Leica Historesin®).

21



Foram obtidos cortes com 3 pm de espessura, em intervalo de 15 um, para montagem de
laminas histologicas, e estas foram coradas com solucdo de azul de toluidina / borato de
sodio 1%.

O peso do testiculo foi estimado através do calculo do volume do elipsoide (4/3n
ABC, onde A = metade da largura, B = metade da espessura ¢ C = metade do
comprimento) subtraidos da prega dupla de pele. O indice gonadossomatico (IGS) foi
calculado dividindo-se o peso de ambos os testiculos pelo peso corporal e o resultado
multiplicado por 100. Sobre o valor do indice gonadossomatico foi inferido o valor
percentual ocupado por tibulos seminiferos, obtendo-se assim o indice tubulossomatico,
ou seja, o percentual do peso corporal alocado em tiibulos seminiferos.

Para as analises histologicas do parénquima testicular foram capturadas imagens
digitais em fotomicroscopio de luz (Motic BA410) equipado com camera digital Moticam
Pro 252B. Para o calculo da propor¢do volumétrica dos componentes do parénquima
testicular, foram fotografados 10 campos aleatorios para cada uma das 16 amostras
coletadas em aumento de 200 vezes. Em cada imagem foi sobreposta uma graticula com
500 intersecgoes, totalizando 5000 pontos por amostra, onde foram computados os pontos
sobre tibulo seminifero, tecido conjuntivo, vasos sanguineos e linfaticos, citoplasma e
nucleo de célula de Leydig. Com os valores das propor¢des volumétricas do parénquima
testicular e do peso do testiculo foi calculado o volume da por¢do tubular e intertubular
do testiculo.

As dimensdes de didmetro de tubulo foram mensuradas a partir de 10 tabulos
seminiferos, os mais circulares possiveis, para cada uma das quatro estacdes. As
mensuragdes foram realizadas através do programa Motic ®. O comprimento total de
tubulo seminifero foi calculado através da formula do volume do cilindro (volume = area
da base x altura), e dividindo o comprimento total de tibulo pelo peso do testiculo
calculou-se o comprimento de tabulo por grama de testiculo. Foram calculadas também
correlagdes lineares entre constituintes do parénquima testicular.

Os resultados foram avaliados quanto a média, desvio padrao e o coeficiente de
variacdo segundo a funcdo estatistica do programa Excel/Windows7. As médias dos
parametros obtidos foram comparadas nas quatro esta¢des climaticas do ano a partir do

calculo do intervalo de confianga a 0,05 % de significancia.
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3. RESULTADOS

O peso dos animais ndo sofreu variacdo dentro das esta¢des climaticas do ano, o
IGS da época de acasalamento (outono) apresentou o maior valor entre as estagdes, sendo
semelhante apenas com o valor encontrado para a primavera. O indice tubulossomatico
foi semelhante entre as estagdes da primavera, verao e outono, apresentando um menor
valor no inverno. Os valores para o peso corporal e testicular do animal, e os indices

gonadossomatico (IGS) e tubulossomatico (ITS) estao apresentados na tabela 1.

Tabela 1: Peso corporal médio de lobos-guara (Chrysocyon brachyurus), e indices
gonadossomatico (IGS) e tubulossomatico (ITS) nas diferentes estagdes climaticas do ano

na Zona da Mata Mineira.

Primavera Verao Outono Inverno
Peso corporal (kg) 24,88+0,48* 24,75+ 0,29* 24,38+ 0,75* 24,50+ 0,41°
(L,9) (L,2) (3.1) (1,7)

Peso do testiculo (g) 4,761,712 5,240,26° 6,03+0,30*  3,98+1,20°

(35,9) (5,0) (5,0) (25,1)
IGS (%) 0,038+0,012>  0,042+0,002° 0,050+0,002¢ 0,033+0,01°
(26,3) (4,8) (4,0) (30,3)
ITS (%) 0,026+0,01®®  0,033+0,003* 0,038+0,002% 0,019+0,005°
(38,5) (CAY (5,3) (26,3)

Valores: Média + desvio padrdo. a,b: letras diferentes dentro de uma mesma linha sao
diferencas significativas, com p<0,05 para intervalo de confianca. Entre parénteses

coeficiente de variagao.

No presente trabalho o peso do testiculo do lobo-guard apresentou-se maior na
época de acasalamento, época correspondente a estagdo climatica do outono. No
parénquima testicular o percentual volumétrico e o volume calculado de tabulo
seminifero foram inferiores no inverno em relagao aos valores observados no verao e
outono, porém nao houve variagdo em relacao aos valores observados na primavera. O
volume de tecido intertubular ndo sofreu alteragdes entre as esta¢des climaticas do ano,
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porém o percentual volumétrico deste compartimento testicular apresentou
comportamento inverso em relagdo ao observado para a propor¢do volumétrica do
compartimento tubular, sendo superiores no inverno em relagdo aos valores observados
no verdo e outono. Os valores para propor¢des volumétricas e volumes de tubulo

seminifero e de intertubulo estdo descritos na tabela 2.

Tabela 2: Peso testicular, propor¢do volumétrica e volume de tibulo seminifero e de
tecido intertubular no parénquima testicular de lobos-guara (Chrysocyon brachyurus) nas

diferentes estagdes climaticas do ano na Zona da Mata Mineira.

Primavera Veriao Outono Inverno
Proporcio volumétrica de 66,29+9,44%® 78, 49+7,07°  75,95+5,96*  60,00+3,34°
tibulo seminifero (%) (14,2) (9,0) (7,9) (5,7)
Volume de tiabulo 3,27£1,55®  4,08£0,38°  4,58+0,47*°  2,41+0,83°
seminifero (ml) (47,4) 9,3) (10,3) (34,4)

Proporcao volumétrica de 33,714£9,44%  21,5147,07*° 24,06+£5,96*  40,00+3,34°
intertubulo (%) (28,0) (32,7) (24,8) (8,4)

Volume de intertibulo 1,49+0,30° 1,12+0,37° 1,45+0,36? 1,57+0,38?
(ml) (20,1) (33,0) (24,8) (24,2)

Valores: média + desvio padrdo. a,b: letras diferentes sdo diferengas significativa com

p<0,05 para intervalo de confianga. CV: coeficiente de varia¢do percentual.

Durante a época de acasalamento identificamos um aumento da proporgao tubular,
mas também uma queda fora da época de acasalamento como ilustrado no grafico da
figura 1. O comportamento dos parametros peso testicular, peso da por¢ao tubular e

intertubular ao decorrer das estacdes climaticas pode ser observado na figura 1.
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Figura 1: Peso do testiculo e das por¢des tubular e intertubular do parénquima testicular
de lobos-guarad (Chrysocyon brachyurus) nas diferentes estagdes climaticas do ano na

Zona da Mata Mineira.

O diametro tubular encontrado no presente trabalho foi maior para a estagdo
climatica do outono em relagdo aos valores observados no verao e inverno, porém nao foi
observada diferenca significativa em relagdo aos valores registrados na primavera. O
comprimento total de tibulo seminifero foi menor no inverno do que em todas as outras
estacdes climaticas do ano, porém seu comprimento por grama de testiculo ndo sofreu
alteracdo ao decorrer das estagdes climaticas. Os valores para o didmetro médio de tibulo
seminifero, comprimento total de tubulo seminifero e comprimento tubular por grama de

testiculo estdo descritos na tabela 3.
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Tabela 3: Diametro médio, comprimento total e comprimento por grama de testiculo do
tubulo seminifero de lobos-guard (Chrysocyon brachyurus) nas diferentes estagcdes

climéticas do ano na Zona da Mata Mineira.

Primavera Verao Outono Inverno

Diametro de tubulo
199,42434,99%  208,25+5,39°  225314+6,07*° 183,56+24,68°

seminifero (um)
(17,5) (2,6) (2,7) (13,4)

Comprimento total de
101,23+18,23% 123 47+12,41* 118,16£9,57*°  92,76+13,29°

tubulo seminifero (m)
(18,0) (10,1) 8.1 (14,3)

Comprimento de
22,73+5,86% 23,8242,94% 19,61£1,47*  24,29+4,74%

tubulo por grama de
(25,8) (12,3) (7.5) (19,5)

testiculo (m/g)

Valores: Média + desvio padrdo. a,b: letras diferentes sdo diferengas significativa com

p<0,05 para intervalo de confianca. CV: coeficiente de varia¢do percentual.

4. DISCUSSAO

O peso médio dos animais nao sofreu alteracdo durante as esta¢des climaticas,
pois os animais eram mantidos em cativeiro, ndo havendo nenhuma alteracao drastica no
peso e composi¢ao de suas dietas ao longo do ano.

Bittencourt et al. (2007), trabalhando com espermatogénese de lobos-guara,
descreveram apenas valores médios anuais para os parametros estudados, sem levar em
consideragdo a interferéncia da sazonalidade. Esses autores descreveram valores de
0,04% para o IGS e 0,03% para o ITS de lobos-guaras, valores estes idénticos a média
anual do presente trabalho. Este apresentou um IGS maior na época de acasalamento
(outono), sedo esse valor maior do que o encontrado por Bittencourt et al. (2007). Ja o
ITS do presente trabalho apresentou valores semelhantes entre as diferentes estacdes do
ano, exceto para o inverno que apresentou o menor valor. Sendo o valor descrito por
Bittencourt et al. (2007) semelhante ao valor encontrado para periodo compreendido fora
da época reprodutiva no presente trabalho.

O compartimento tubular ¢ diretamente responsavel pela produgdo do gameta
masculino (Clermont, 1972; Russell et al., 1993; Franga e Russell, 1998), sendo assim, o
uso da morfometria tubular pode caracterizar quantitativamente a producao de
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espermatozoides. Teodoro et al. (2012) identificaram uma queda na concentracdo de
espermatozoides por ejaculado (73,9x10° para 6,1x10°), no volume do ejaculado (1,3ml
para 0,4ml) e no percentual de células vivas no ejaculado (82% para 66%) em lobos-guara
fora da época reprodutiva, neste sentido os dados apresentados no presente trabalho
corroboram com a ideia de menor investimento produtivo de gametas fora da época
reprodutiva em lobos-guara.

Para o peso testicular da espécie foi registrado, neste presente trabalho, um maior
valor na época de acasalamento, correspondendo a estacdo climatica do outono, valor
semelhante ao descrito para o peso testicular médio anual por Bittencourt et al. (2007).
Diferenca no peso testicular entre as épocas reprodutivas e ndo reprodutivas foram
também encontradas para outras espécies, como o cdo guaxinim (Nyctereutes
procynoides) (Qiang et al., 2003), o urso negro (Ursus americanus) (Tsubota et al., 1997),
a raposa azul (4/lopex lagopus) (Smith et al., 1985) e o veado vermelho (Cervus elaphus)
(Reviers e Lincoln, 1978).

A mensuragdo dos parametros tubulares do testiculo do lobo-guara demonstrou
uma variacdo na propor¢ao volumétrica e no volume de tibulo seminifero, sendo os
valores para a época de acasalamento (outono) maiores em relagao a época de nascimento
dos filhotes (inverno) e da época nao reprodutiva. Encontrou-se também uma proporg¢ao
volumétrica de tubulo seminiferos no outono semelhante ao encontrado em estudo
anterior da espermatogénese de lobo-guara, que indicou um valor médio anual de
79,33%=+7,3 (Bittencourt et al., 2007). O volume de tecido intertubular ndo apresentou
variacao significativa ao longo das estacdes climdticas, corroborando que o aumento do
peso testicular registrado durante a época de acasalamento do lobo-guard ¢
principalmente devido ao aumento no compartimento tubular do testiculo, o que indica
um maior investimento no tecido de producdo de espermatozoides nesse periodo.

O diametro tubular apresentou forte correlacao positiva com o peso testicular (r=
0,93). Neste sentido, o diametro tubular registrado no outono apresentou-se maior em
relagdo aos valores registrados no verdao e no inverno, e semelhante ao observado na
primavera. No outono foi identificado valores médios semelhantes aos encontrados como
média anual por Bittencourt et al. (2007) (227,35 + 53,30 um). O comportamento variavel
do didmetro tubular também foi observado em varias espécies que apresentam
sazonalidade reprodutiva, sendo seu valor sempre maior na época reprodutiva, como o
cdo guaxinim (N. procynoides) (Qiang et al., 2003), o urso negro (U. americanus)

(Tsubota et al., 1997), o guaxinim (Procyon lotor) na América do Norte (Kaneko et al.,
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2005), sendo que no Brasil variagdes no didmetro do tabulo foram observadas no tatu-
galinha (Dasypus novemcinctus) por Torres et al. (1983). Nos animais domésticos, Santos
et al. (2015) observaram que ovinos no Nordeste Brasileiro apresentaram maiores valores
de didmetro tubular no periodo chuvoso (verdo), época onde foi observado maior
producao espermatica, em relagdo ao periodo seco (primavera).

Durante a época de nascimento dos filhotes (inverno) foi observada uma regressao
do tibulo seminifero em alguns animais, onde se visualizava tibulos involuidos, que
apresentavam apenas células de Sertoli e espermatogonias (Figura 2). J4 durante a época
de acasalamento (outono) os tibulos seminiferos em todos os animais apresentaram um
epitélio produtivo (Figura 3). Variagdes semelhantes entre os epitélios dos tibulos ao
longo do ano também foram observadas para o cdo guaxinim (N. procynoides) (Qiang et
al., 2003), o urso negro (U. americanus) (Tsubota et al., 1997) e a corca (Capreolus
capreolus) (Blotther et al., 1996).

O comprimento total de tibulo seminifero do lobo-guara foi significativamente
menor no periodo de inverno, acompanhando o comportamento observado para os demais
parametros morfométricos do tubulo seminifero, como didmetro tubular, volume tubular
e o peso testicular. O comprimento tubular por grama de testiculo ndo apresentou variagdo
significativa ao longo das diferentes estagcdes climaticas, corroborando que a reducdo do
volume tubular ¢ acompanhando pela redu¢do do comprimento tubular, e consequente
redu¢do do parénquima produtivo de células gaméticas. Este comportamento esta de
acordo com o estudo de Teodoro et al. (2012) que identificaram uma reducdo na
concentracao de espermatozoides por ejaculado, no volume do ejaculado e no percentual
de células vivas no ejaculado em lobos-guara fora da época reprodutiva, neste sentido, os
dados apresentados no presente trabalho corroboram a ideia de menor investimento
produtivo de gametas fora da época reprodutiva em lobos-guara. O mesmo parece ocorrer
com outras espécies de canideos, como foi observado por Minter e DeLiberto (2008) em

trabalho com coiotes (Canis latrans) nos Estados Unidos.

28



Figura 2: Tubulo seminifero de lobo-guarda (Chrysocyon brachyurus) em regressao
durante a época de nascimento dos filhotes (inverno). Seta indica uma célula de Sertoli,
e ponta da seta indica uma espermatogoénia, Int. - Intertubulo, Ept. - Epitélio tubular.

Objetiva 40x.
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Figura 3: Tubulo seminifero de lobo-guard (Chrysocyon brachyurus) apresentando

epitélio produtivo durante a época de acasalamento (outono), Int. - Intertubulo, Ept. -

Epitélio tubular. Objetiva 40x.

5, CONCLUSAO

O lobo-guara (Chrysocyon brachyurus) apresenta caracteristicas sazonais quanto
ao peso testicular e constituintes tubulares do testiculo ao longo das estagdes climaticas
anuais na regido da Zona da Mata Mineira. O peso testicular, o volume de tibulos
seminiferos e o didmetro dos tibulos seminiferos foram maiores na época de
acasalamento da espécie, o que permite afirmar que, no contexto deste trabalho, o lobo-
guard apresentou um maior investimento na producdo de espermatozoides no outono,
periodo correspondente a época de acasalamento, o que indica a ocorréncia de uma

sazonalidade reprodutiva.
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ARTIGO 2

AVALIACAO MORFOFUNCIONAL DA CELULA DE LEYDIG DO
TESTICULO DE LOBO-GUARA (Chrysocyon brachyurus) NAS DIFERENTES
ESTACOES CLIMATICAS DO ANO

RESUMO

O lobo-guara (Chrysocyon brachyurus) € classificado como vulneravel a extingdo de
acordo com a Lista Nacional das Espécies da Fauna Brasileira Ameagadas de Extingao.
Sua época reprodutiva estd compreendida entre os meses de abril e junho, sua gestagao
dura entre 63 e 67 dias e o nascimento dos filhotes ocorre entre junho e setembro. Em
animais de regides neotropicais a sazonalidade ndo havia sido descrita até recentemente,
quando diferencas significativas na producdo de espermatozoides ao longo do ano em
lobos-guard foram registradas. Neste sentido, o estudo quantitativo dos componentes
testiculares ao longo das estagdes climaticas torna-se essencial para o entendimento desse
processo nessa espécie. Sendo assim, o objetivo deste trabalho foi avaliar a dinAmica da
célula de Leydig do testicular do lobo-guaré ao longo do ano. Foram avaliadas amostras
testiculares de quatro individuos de lobos-guara para cada uma das diferentes estagdes
climaticas do ano, estas amostras foram obtidas no acervo do Centro de Triagem de
Animais Silvestres da Universidade Federal de Vigosa (CETAS-UFV), Vicosa, Minas
Gerais. O volume testicular foi obtido através do calculo do volume do elipsoide, e
posteriormente foram confeccionadas ladminas histologicas para obtencao e avaliagao dos
seguintes parametros: percentuais volumétricos de tibulo seminifero, tecido intertubular,
citoplasma e nucleo de célula de Leydig, volumes de tibulo seminifero e tecido
intertubular, didmetro de nicleo e nimero de células de Leydig. O peso do testiculo (6,03
+ 0,3g), a propor¢ao (40,00 = 3,34%) e o volume (1,57 + 0,38ml) de intertibulo foi maior
no inverno, época de nascimento dos filhotes, 0 mesmo ocorre para o nimero de célula
de Leydig totais (9,44x10% £ 1,72x10°%), sendo o didmetro e o volume do nucleo da célula
0 Unico componente que nao teve variagdo ao longo do ano. Alguns fatores, podem
influenciar na producdo de testosterona pela célula de Leydig, entre eles estd a
concentragdo de suas organelas e principalmente de receptores na superficie da membrana
plasmatica da célula, sendo necessario a realizagdo de estudos que possam avaliar a
variacao da densidade destes receptores na superficie da membrana plasmatica das células
de Leydig.

Palavras-chave: Canideo; Reprodugao; Células de Leydig; Sazonalidade.
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MORPHFUNCTIONAL EVALUATION OF THE LEYDIG CELL OF THE
MANED WOLF (Chrysocyon brachyurus) TESTICLE IN THE DIFFERENT
CLIMATE SEASONS OF THE YEAR

ABSTRACT

The maned wolf (Chrysocyon brachyurus) is classified as vulnerable to extinction
according to the National List Species of Brazilian Fauna Threatened of Extinction. Their
reproductive season is comprised between April and June, their gestation lasts between
63 and 67 days and the birth of the puppies takes place between June and September. In
animals from Neotropical regions seasonality had not been described until recently, when
significant differences in sperm production throughout the year in maned wolves were
recorded. In this sense, the quantitative study of the testicular components throughout the
climatic seasons becomes essential for the understanding of this process in this species.
Therefore, the objective of this work was to evaluate the dynamics of the Leydig cell of
the testicular lobe of the maned wolf throughout the year. Testicular samples of four
individuals of maned wolves were evaluated for each of the different climatic seasons of
the year. These samples were obtained from the Centro de Triagem de Animais Silvestres
da Universidade Federal de Vigosa (CETAS-UFV), Vicosa, Minas Gerais. The testicular
volume was obtained by calculating the volume of the ellipsoid, and later histological
slides were prepared to obtain and evaluate the following parameters: volumetric
percentages of seminiferous tubule, intertubular tissue, cytoplasm and Leydig cell
nucleus, seminiferous tubule volumes and tissue intertubular, core diameter and number
of Leydig cells. The weight of the testis (6.03 + 0.3 g), the proportion (40.00 + 3.34%)
and the volume (1.57 + 0.38 ml) of intertubule was higher in winter, , the same occurs for
the total Leydig cell number (9.44x108 + 1.72x108), the diameter and volume of the cell
nucleus being the only component that did not change throughout the year. Some factors
can influence the production of testosterone by the Leydig cell among them is the
concentration of its organelles and mainly of receptors on the surface of the plasma
membrane of the cell, being necessary to carry out studies that can evaluate the variation

of the density of these receptors in the surface of the Leydig cell plasma membrane.

Keywords: Canid; Reproduction; Leydig cells; Seasonality.
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1. INTRODUCAO

A distribuicao e abundancia dos grandes carnivoros reduziram drasticamente com
o decorrer da ocupagdo humana (Paquet e Hackman, 1995). A conservagao das espécies
estd intrinsecamente ligada & manutencdo da variabilidade genética, pois quando uma
populagdo ¢ isolada geograficamente e fica sujeita a uniformidade genética varios fatores
se somam para desencadear o processo de extingao. Entre estes fatores estao a diminuigao
da fertilidade, maior susceptibilidade a doencas, o aumento de anormalidades
espermaticas e o desbalanceamento endocrino de hormonios reprodutivos, afetando a
espermatogénese, ovulacdo, morbidade e mortalidade perinatal (O’Brien e MCCullogh,
1985; Wildt et al., 1987; Wildt et al., 1992; Munson et al., 1996; Eizirik et al., 2001).

O lobo-guara (Chrysocyon brachyurus) representa a maior espécie de canideo na
América do Sul (Dietz, 1984). Esta espécie esta listada no Apéndice II da Convengdo
sobre o Comércio Internacional de Espécies da Fauna e da Flora Selvagem Ameacadas
de Exting¢do (CITES) (Cites-Listed Species, 2017), além de constar na Lista Nacional das
Espécies da Fauna Brasileira Ameagadas de Extingdo (2016) como vulneravel. Entre as
principais causas do declinio de sua populacdo estdo a reducao e fragmentacao drastica
do seu ambiente, queimadas repetitivas de pastagens, atropelamentos em rodovias,
redugdo da populagdo de suas presas naturais ¢ a forte pressao de caca (Dietz, 1987;
Fonseca et al., 1994; Vieira, 1996; Klink e Machado, 2005).

Os lobos-guaras sao animais monogamicos facultativos na maior parte da vida
(Miranda, 2003). Sua época de acasalamento corresponde, no Brasil, a estagdo climatica
do outono, compreendida entre os meses de abril e junho. O nascimento dos filhotes ¢ na
estacdo climatica do inverno que sdo os meses de julho, agosto e setembro. J4 as estacdes
climéticas da primavera (outubro a dezembro) e do verdo (janeiro a margo) correspondem
ao periodo fora da época reprodutiva (Lyon e Stearns, 1995).

Teodoro et al. (2012) identificaram, nessa espécie, uma diminui¢do do volume
ejaculado na época ndo reprodutiva, a concentracdo de espermatozoide e o nlimero de
espermatozdides vivos no ejaculado também seguiram esse padrdo na época nao
reprodutiva, indicando que os machos da espécie possuem uma sazonalidade em sua
producdo de espermatozoides ao longo do ano.

Para o funcionamento regular do testiculo a secrecdo das células de Leydig sdo
essenciais, a testosterona ¢ parte importante no funcionamento e manutengao normal das

células germinativas (Sharpe et al., 1994), e sua producao pode variar ao longo do ano de
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forma sazonal (Fuentes et al., 1993; Hhombach-Klonisch et al., 2004; Maia et al., 2008).
O esclarecimento dos parametros basicos da reproducao do lobo-guara e de suas variagdes
sazonais s30 essenciais para se melhorar as técnicas de reprodugao assistida desta espécie
e outras em processo de extingdo. Sendo assim, o objetivo deste trabalho avaliar a

dinamica da célula de Leydig do testicular do lobo-guara ao longo do ano.

2. MATERIAL E METODOS

2.1. Local e animais de estudo

O projeto foi autorizado pelo Instituto Chico Mendes de Biodiversidade (ICMBio)
com namero 55154-1, e registro na Comissdo de Etica de Uso Animal da Universidade
Federal de Vigosa (CEUA-UFV) com o numero 70/2016.

Foram utilizadas amostras testiculares de 16 lobos-guard adultos (Chrysocyon
brachyurus) daregido de Vigosa, Minas Gerais, que foram casuisticamente encaminhados
e que vieram a 6bito no Centro de Tiragem de Animais Silvestres da Universidade Federal
de Vigosa (CETAS-UFV) durante seu periodo de atividades (2000 — 2011).

Os animais que eram mantidos pelo CETAS-UFV e que vieram a o6bito eram
necropsiados, e durante o exame tanatoldgico varios dados, como as medidas dos animais,
eram registrados € amostras, como por exemplo fragmentos de 6rgaos, eram coletados e
mantidos em acervos para exames € pesquisas futuras, como ¢ o caso dos testiculos de

lobos-guaré usados neste estudo.

2.2.  Analises microscopicas e morfometricas

Os dados biométricos dos animais e mensuracoes dos testiculos foram obtidos a
partir das fichas de registro e necroscopia. Utilizou-se fragmentos testiculares de quatro
individuos por estacdo climatica, totalizando 16 amostras do acervo do CETAS-UFV. O
material coletado foi fixado em solugdo de paraformaldeido 4% e glutaraldeido 4% em
tampao fosfato 0,IM pH 7,4 (Karnovsky, 1965), e conservados em alcool 70% até o
momento da inclusao.

As amostras foram submetidas a banhos crescentes de alcoois para desidratagao,

posteriormente infiltradas e incluidas em resina de glicol metacrilato. Foram obtidos
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cortes com 3 pum de espessura, em intervalo de 15 um, para montagem de laminas
histologicas, e estas foram coradas com solu¢ao de azul de toluidina / borato de sddio 1%.

O peso do testiculo foi obtido através do céalculo do volume do elipsoide (4/3n
ABC, onde A = metade da largura, B = metade da espessura ¢ C = metade do
comprimento) subtraidos da prega dupla de pele. Para as andlises histologica do
parénquima testicular foram capturadas imagens digitais em fotomicroscopio de luz
(Motic BA410) equipado com camera digital Moticam Pro 252B. Para o calculo da
propor¢ao volumétrica dos componentes do parénquima testicular foram fotograftados 10
campos aleatorios para cada uma das 16 amostras coletadas, em aumento de 200 vezes.
Em cada imagem foi sobreposta uma graticula com 500 intersec¢des, totalizando 5000
pontos por amostra, onde foram computados os pontos sobre tibulo seminifero, tecido
conjuntivo, vasos sanguineos e linfaticos, citoplasma e nucleo de Leydig. Com os valores
das propor¢des volumétricas do parénquima testicular e do peso do testiculo foi calculado
o volume da porg¢ao tubular e intertubular do testiculo.

Para estimar as dimensdes volumétricas da célula de Leydig foram realizadas as
mensuracdes do didmetro do nucleo de dez células de Leydig por animal, a partir deste
foi calculado o volume nuclear utilizando-se a féormula 4/37 13, onde r € o raio nuclear
médio obtido. Através do calculo da propor¢ao volumétrica dos componentes do tecido
intertubular foi calculada a relagdo entre o nucleo e o citoplasma das células de Leydig,
correlacionado ainda a proporc¢ao volumétrica de uma célula de Leydig com o volume do
nucleo encontrou-se o volume de uma unica célula de Leydig. Dividindo a proporg¢ao
volumétrica total de células de Leydig pelo volume de uma célula foi possivel determinar

o numero total de células de Leydig.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

No presente trabalho o peso do testiculo do lobo-guard apresentou-se maior na
época de acasalamento (outono); e o volume da porcao tubular também foi maior nesta
época, enquanto o volume da por¢do intertubular nao sofreu alteragdes entre as estagdes
climaticas do ano. Um maior valor para o peso testicular na época reprodutiva também
foi descrito para o cdo guaxinim (Nyctereutes procynoides) (Qiang et al., 2003) e raposa
azul (Alopex lagopus) (Smith et al., 1985). Enquanto que, ao contrario do encontro para

lobo-guard no presente trabalho, foi descrito em veado-vermelho (Reviers et al., 1978;
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Schon et al, 2004) um menor volume da porgao intertubular foi descrito para sua época

reprodutiva.

O percentual volumétrico da porgao intertubular do testiculo, neste trabalho,

apresentou maior valor na época de nascimento dos filhotes (inverno) em relagdo aos

valores observados no verao e na época de acasalamento (outono). Os valores para o peso

corporal e testicular, propor¢do volumétrica e volume de tibulo seminifero e de tecido

intertubular no parénquima testicular de lobos-guara estdo descritos na tabela 1

Tabela 1: Peso corporal e testicular, propor¢ao volumétrica e volume de tubulo

seminifero e de tecido intertubular no parénquima testicular de lobos-guara (Chrysocyon

brachyurus) nas diferentes estagdes climaticas do ano na Zona da Mata mineira.

Primavera Inverno
Peso corporal (kg) 24,88+0,48* 24,75+ 0,29* 24,38+0,75* 24,50+ 0,41°?
(1,9) (1,7)
Peso testicular (g) 4,76+1,71% 6,03+0,30* 3,98+1,20°
(35,9) (25,1)
Proporcao volumétrica 66,29+9.,44% 78 49+7.07*  75,95+5,96*  60,00+3,34°
tabulo seminifero (%) (14,2) (5,7)
Volume de tiibulo 3,27+1,55®  4,08+0,38*  4,58+0,47*°  2,41+0,83°
seminifero (ml) (47,4) (34,4)
Proporc¢ao volumétrica 33,714£9,44%  21,51+7,07*°  24,06+5,96*  40,00+3,34°
intertibulo (%) (28,0) (8,4)
Volume de intertabulo 1,49+0,30? 1,12+0,372 1,45+0,36% 1,57+0,38?
(ml) (20,1) (24,2)

Valores: média + desvio padrdo. a, b: letras diferentes sdo diferengas significativa com

p<0,05 para intervalo de confianca. Entre parénteses coeficiente de variagao.

Neste trabalho a propor¢do volumétrica e o volume calculado do citoplasma das

células de Leydig foram maiores na época de nascimento dos filhotes (inverno) € menores
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na época de acasalamento (outono), sendo o contrario do que foi descrito por Johnson e
Thompson (1987) em garanhdes que tiveram um volume de citoplasma de células de
Leydig maior na época reprodutiva.

Os parametros propor¢ao volumétrica total de nucleo da célula de Leydig,
propor¢ao volumétrica total da célula de Leydig, volume total de ntcleos de célula de
Leydig e o volume total de células de Leydig no parénquima testicular, foram maiores na
época de nascimento dos filhotes (inverno) e menores na época de acasalamento (outono).
Torres et al. (1983) descreveram uma propor¢ao maior de células de Leydig no verao
(época de reprodugdo) para o tatu (Dasyous. novemcinctus).

Os valores das propor¢des volumétricas total de citoplasma de célula de Leydig,
proporgdes volumétricas total nticleo de célula de Leydig e proporgdes volumétricas total

de célula de Leydig, e os seus respectivos volumes, estdo descritos na tabela 2.
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Tabela 2: Propor¢ao volumétrica de citoplasma de célula de Leydig, nticleo de célula de
Leydig e célula de Leydig, e os seus respectivos volumes, no parénquima testicular de
lobos-guara (Chrysocyon brachyurus) nas diferentes estacdes climaticas do ano na Zona

da Mata mineira.

Primavera Verao Outono Inverno

Citoplasma células de Leydig ~ 3,53+1,18? 11,88+5,01°  1,78+0,22®  21,58+5,19°
(%) (33,4) (42,2) (12,4) (24,1)

Volume citoplasma de 0,160,072 0,62+0,26° 0,11£0,02*  0,88+0,39°
células de Leydig (ml) (43,8) (41,9) (18,2) (44,3)

Nicleo células de Leydig 1,2+0,38" 1,97+0,87°¢ 0,74+0,12°  4,19+0,49°
(%) (3L7) (44.2) (16,2) (11,7)

VYolume ntcleo de 0,06+0,03% 0,1+0,05% 0,04+0,01¢  0,17+0,06*
células de Leydig (ml) (50,0) (50,0) (25,0) (35,3)

Células de Leydig no 4,73+1,43? 13,84+5,83°  2,51+0,31°  25,76+5,68¢
parénquima testicular (%) (30,2) (38,9) (12,4) (22,0)

Volume de células de 0,22+0,1% 0,72+0,3° 0,15£0,02*  1,05+0,42°
Leydig (ml) (45,5) (41,7) (13,3) (40,0)

Valores: Média + desvio padrdo. a, b, c, d: letras diferentes sdo diferengas significativa

com p<0,05 para intervalo de confianca. Entre parénteses coeficiente de variacao.

No presente trabalho o volume médio do nucleo de uma célula de Leydig e o
didmetro nuclear médio de uma célula Leydig ndo apresentaram alteragdes entre as quatro
estagdes climaticas do ano. Ja o volume de uma célula de Leydig foi maior na época de
nascimento dos filhotes (inverno). Gorman (1976) também nao descreve variagdes no
diametro do nucleo de célula de Leydig ao longo do ano para o mangusto-de-java
(Herpestes javanicus).

Foi identificado no presente estudo um maior niimero de células de Leydig na
época de nascimento dos filhotes de lobo-guara (inverno), sendo a época de acasalamento

(outono) o periodo com menor numero de células de Leydig. Em outras espécies, como
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damao-do-cabo (Procavia habessinica), um numero de células de Leydig maior durante
a época reprodutiva foi descrito em comparacao a época nao reprodutiva (Neaves, 1973).

Os valores para o volume de uma célula de Leydig, diametro médio do nucleo de
célula de Leydig, nimero total de células de Leydig e nimero de células de Leydig por
grama de testiculo de lobo-guara estao descritos na tabela 3. Embora o volume do nticleo
de uma célula de Leydig ndo tenha sofrido alteragdo entre as estagcdes do ano, o volume
de citoplasma de uma célula de Leydig, ou seja, a relagdo nucleo-citoplasma, ¢
significativamente menor na época de acasalamento (outono) do que na época de
nascimento dos filhotes (inverno).

Maia et al. (2008) descreveram variagdes na concentragdo sérica de testosterona
entre a época de acasalamento (outono) (2184,7+355,1 pg/ml), que apresentou um maior
valor, e as outras estacdes do ano para o lobo-guara. Durante a época de nascimento dos
filhotes (inverno), Melo et al. (2009) observaram que machos dessa espécie dispendiam
parte do seu tempo no ninho ou préximo dele, sendo que machos lobo-guara ja foram
também observados levado alimento para proximo dos filhotes no Criadouro
Conservacionista da CBMM em Araxa (Paula, T.A.R. obs. pessoal).

O numero total de receptores de LH e a concentracao destes receptores por célula
de Leydig pode se alterar durante o ano, como descrito para carneiros (Barenton e
Pelletier, 1983) e vizcachas (Fuentes et al.,1993). Hhombach-Klonisch et al. (2004),
utilizando a corca (Capreolus capreolus) como modelo de sazonalidade reprodutiva,
descreveram uma variagdo em hormonios peptideos importantes para a produgdo de
testosterona durante as estagdes do ano, identificando um aumento antes da época
reprodutiva e atingindo maior concentragdo no curto periodo de acasalamento desta

espécie.
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Tabela 3: Volume de uma célula, didmetro médio do nucleo, numero total e nimero por grama de testiculo de células de Leydig em de lobos-

guara (Chrysocyon brachyurus) nas diferentes esta¢des climaticas do ano na Zona da Mata mineira.

Primavera Verao Outono Inverno
Volume médio de niicleo (jum?) 182,85+55,18?2 222,46+49,05% 161,75+14,032 200,6+82,07%
! 10 Ge e ti (30,2) (22,1) (8,7) (40,9)
Volume de uma célula (um®) 753,87+246,38° 1694,49+371,68* 680,46+89,09° 1436,07i880,53a’b
u u wa (32,7) (21,9) (13,1) (61,3)
Relagao nucleo : citoplasma 1:3,36° 1:6,60° 1:3,35° 1:5,72b
Didmetro de niicleo (um) 6,95+0,76% 7,31+0,48? 6,7+0,19? 7,09+0,94%
AmEro de nueeo i (10,9) (6,6) (2.8) (13.3)
Ni de células total 3,1x10%48,21x1072¢  5,63x10%+1,87x10%¢  2,77x10%43,29107¢  9,44x10%+1,72x108°
umero de células tota (26.5) (33.3) (11.8) (18.3)
Numero de células por grama de testiculo  7,06x10'£2,47x107%°  1,08x10%+3,55x107°¢  4,6x107+6,82x10%*  2,5x10%+6,53x107°
(35,0) (32,9) (14,8) (26,2)

Valores: Média + desvio padrio. a, b, c: letras diferentes sdo diferengas significativa com p<0,05 para intervalo de confianca. Entre parénteses

coeficiente de variagao.
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4. CONCLUSAO

Hé uma variagao sazonal nos valores volumétricos e numéricos das células de Leydig em
lobo-guara (Chrysocyon brachyurus) ao longo do ano na regido de estudo. Estas variagdes
possivelmente estao relacionadas a uma modificagdo da eficiéncia de produgao hormonal
entre as €pocas de acasalamento e nascimento dos filhotes, em resposta a adaptacdes

comportamentais.
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