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Aprendizado de amor

Da do que tens e do que és a beneficio dos outros.

Se os outros nao te compreendem, auxilia-os, mesmo assim.

Se te perseguem ou caluniam, continua fazendo o melhor em beneficio deles.
Se te repelem, prossegue no esforgo de ampara-los como puderes.

E assim que o amor comega, e onde o amor se faz presente ai esta Deus.

E onde Deus esta nada falta, para que sejas feliz.

Emmanuel
(Retirada do Livro “Seara de Fé” — Psicografada por Francisco C. Xavier)
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RESUMO

FERRAZ, Fausto Silva, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, fevereiro de 2015.
Morfofisiologia testicular de saguis hibridos de vida livre (Callitriquidae:
Primatas), Rio de Janeiro - RJ, Brasil. Orientador: Laércio dos Anjos Benjamin.
Coorientadores: Ita de Oliveira e Silva e Vanner Boere Souza.

A espermatogénese é um processo bioldgico altamente eficiente que se inicia com a
proliferagdo das espermatogbnias que, apos divisbes e diferenciagdo, ddo origem
aos espermatozoides. O numero final de espermatozéides produzidos em uma
espécie depende de varios fatores, sendo muito baixo em primatas. As espécies de
saguis Callithrix jacchus e Callithrix penicillata sdo primatas do Novo Mundo que, por
possuirem processos espermatogénicos semelhantes ao do homem, tornam-se
modelos experimentais atrativos. Esses saguis filogeneticamente proximos
hibridizam gerando individuos altamente adaptados e viris em meio natural. O
presente estudo descreve a organizagao morfofuncional dos testiculos e quantifica
os componentes testiculares, ainda ndo estudados para este hibrido. Para isso,
testiculos de nove animais foram obtidos apds a eutanasia de saguis machos
adultos provenientes do SERCAS - UENF. Os testiculos foram fixados em solugéo
de Karnovsky modificada (glutaraldeido a 4% e paraformaldeido a 4% em tampé&o
fosfato 0,05 M, pH 7,3) e processados para estudos em microscopia de luz. Secgdes
de trés micrometros de espessura foram obtidas e coradas com azul de
toluidina/borato de sodio. Esses saguis hibridos apresentaram indice
gonadossomatico de 0,37%, bem maior que observado para espécies de
comportamento monogamico ou poligamico masculino de dominancia, como o
homem (0,08%) e o gorila (0,02%) e semelhante ao valor encontrado para o C.
penicillata (~0,4%), sugerindo que o sagui apresenta comportamento sexual
predominantemente promiscuo. O percentual do parénquima ocupado pelos tubulos
seminiferos de 87% encontra-se num patamar elevado entre os mamiferos ja
investigados, e o percentual observado para as células de Leydig (1,4%) € muito
baixo. Os valores médios encontrados para o didmetro tubular (228 uym) e o
comprimento tubular (~20 metros) por grama de testiculo encontra-se dentro da faixa
média observada para a maioria das espécies de mamiferos ja investigadas. Os
coeficientes obtidos para as contagens feitas nos saguis hibridos mostraram que as

perdas celulares durante a meiose (50%; indice meiético) sdo equivalentes a outros



mamiferos e relativamente acima ao citado para o C. jacchus e o C. penicillata
(~15%) seus progenitores, e bastante proxima aquelas citadas para o homem
(~70%). O rendimento geral da espermatogénese ficou em torno de 8,3:1 e superior
ao do homem (3,2:1). A eficiéncia da célula de Sertoli foi 3 vezes maior do que o
valor citado para o homem. O numero de células de Sertoli por grama de testiculo
(~58 milhdes) encontra-se em conformidade a outros mamiferos. A medida
encontrada para o volume individual da célula de Leydig (~323um?) ficou bem abaixo
do encontrado para o C. penicillata (1400um3), diferindo também do observado para
a maioria dos mamiferos e representando um valor bastante baixo do valor médio
citado para o homem (2940-4300um?3). Em contrapartida, existe um maior numero
dessas células por grama de testiculo nos saguis hibridos (47,4 milhdes) do que o
encontrado para C. penicillata (13,9 milhdes) e para o homem (9 milhdes), fator esse
significativo (r=0,8) ao se tratar do baixo volume de células de Leydig em correlagcéo
com a concentragao de testosterona encontrado nos saguis hibridos aqui estudados.
Com isso, por meio da morfologia tubular, foi possivel concluir que a composicao
celular do estadio 1 do ciclo do epitélio seminifero desses saguis hibridos é muito

semelhante a relatada para humanos.



ABSTRACT

FERRAZ, Fausto Silva, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, february of 2015.
Testicular morphophysiology of life free marmosets hybrid (Callitrichidae :
Primates), Rio de Janeiro - RJ, Brazil. Advisor: Laércio dos Anjos Benjamin. Co-
advisors: Ita de Oliveira e Silva and Vanner Boere Souza.

Spermatogenesis is a highly efficient biological process that begins with the
proliferation of spermatogonia that progressively differentiate into sperms. The final
number of sperms produced in a species depends on several factors, being very low
in primates. The species of Callithrixthrix jacchus and Callithrix penicillata marmosets
are primates of the New World that have similar spermatogenic process as humans,
becoming attractive experimental models. These marmosets phylogenetically close
hybridize themselves generating individuals highly adapted and virile in the wild. This
study describes the morpho-functional organization of the testicles and quantifies its
components, not yet studied for this hybrid. For this, testicles of nine animals were
obtained after the euthanasia of adult male marmosets from SERCAS-UENF. The
testicles were fixed in glutaraldehyde solution at 4% and 4% paraformaldehyde in
0.05 M phosphate buffer, pH 7.3 and processed for studies in light microscopy.
Sections of three micrometers thick were obtained and stained with blue
toluidine/sodium borate. These hybrids marmosets showed GSI of 0.37%, much
higher than observed in species of monogamous or polygamous male dominance
behavior, such as men (0.08%) and the gorilla (0.02%) and similar to the value found
to the C. penicillata (~0.4%), suggesting that the marmoset presents a behaviour
predominantly sexually promiscuous. The percentage of parenchyma occupied by
the 87% seminiferous tubules is the highest baseline level in mammals already
investigated, and the percentage observed in the Leydig cells (1.4%) is very low. The
average values found for the tubular diameter (228 ym) and the tubular length (~20
meters) per gram of testicles is within the average range observed for most
mammalian species that have been investigated. The coefficients for the countings
made in hybrid marmosets showed that cell losses during meiosis (50%; meiotic
index) are equivalent to other mammals and relatively up to the quoted for C. jacchus
and C. penicillata (~15%) their parents, and very close to those quoted for man
(~70%). The spermatogenesis yield was around 8.3:1 and higher to the men (3.2:1).
The efficiency of the Sertoli cells was 3 times higher than the value quoted for man.

The number of Sertoli cells per gram of testicles (~58 million) is in accordance with

Xi



other mammals. The measure found to the individual Leydig cell volume (~323um?)
was below to that found for C. penicillata (1400um?), also differing from the observed
for most mammals, and representing a very low value of the mentioned average
value for man (2940-4300um?). On the other hand, there is a higher number of these
cells per gram of testicles in hybrid marmosets (47.4 million) than the one found for C.
penicillata (13.9 million) and for men (9 million), being a significant factor (r=0.8)
when dealing with the low volume of Leydig cells in correlation with testosterone
concentration found in hybrid marmosets in this study. Thus, through the tubular
morphology was concluded that the cellular composition of stage 1 of the
seminiferous epithelium cycle of these hybrid marmosets is very similar to that

reported for humans.
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1. INTRODUGAO GERAL

Os ecossistemas brasileiros vém passando por um acelerado processo de
fragmentagdo, no qual a maioria das espécies esta representada por pequenos
conjuntos de populagdes isoladas. A rapidez da destruicdo, aliada a grande riqueza
biolégica, tem colocado as florestas tropicais no centro das atengdes
conservacionistas. A Mata Atlantica representa atualmente apenas 7% da cobertura
da superficie terrestre original, podendo abrigar mais da metade das espécies
bioldgicas brasileiras, a maioria das quais completamente desconhecidas para a
ciéncia (PINTO e BRITO, 2005) e nenhum achado bibliografico sobre espécies
hibridas, constatando aqui o primeiro dado produzido para hibridos de saguis.

O sagui € um pequeno primata pertencente a familia de macacos Callithricidae
do Novo Mundo e comumente usado em investigagbes de biologia reprodutiva,
devido ao periodo relativamente curto necessario para que este género atinja a
maturidade sexual (12-18 meses de idade), apreseta alta fecundidade, facilidade de
manuseio, de custo relativamente baixo quando comparado com outros primatas
oriundos de criadouros, e também sua relagcédo filogenética proxima a dos seres
humanos (BICCA-MARQUES, 2007). Apesar da relagdo filogenética muito estreita
entre C. penicillata e C. jacchus, ha pouca informagdo cientifica a respeito dos
orgaos reprodutivos masculinos, e especialmente sobre a espermatogénese do
sagui-de-tufos-preto (C. penicillata).

O estudo da fisiologia testicular dessas populagdes hibridas torna-se
demasiadamente necessario visto que 0s mecanismos pré-copulatérios e pos-
copulatérios ndo estabelecem um isolamento reprodutivo, possivelmente pelo
histérico da agédo antropica atuando nessas duas espécies de calitriquideos. Por
outro lado, a avaliacdo histoldgica precisa dos testiculos pode dar respostas a
perguntas importantes sobre a estrutura e fungéo testiculares e a identificacdo das
fases do ciclo do epitélio seminifero, além das correlagdes com os achados
fisiolégicos e bioquimicos. Desta forma, a proposta do presente trabalho foi a
realizacédo de uma investigagao cuidadosa e precisa da histologia e morfometria do
testiculo de calitriquideos hibridos gerados pelo cruzamento de C. penicillata e C.

Jacchus.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Validade das espécies

Evidéncias morfolégicas (HERSHKOVITZ, 1977; MITTERMEIER E COIMBRO-
FILHO, 1981; VIVO, 1991; NATORI, 1994), biogeograficas (HERSHKOVITZ, 1977;
VIVO, 1991, apud MENDIS, 1997) e genéticas (MEIRELES et al., 1992; SAMPAIO et
al., TAGLIARO et al., 1997, apud MENDIS, 1997), tém sido utilizadas na
identificacdo das espécies do género Callithrix sendo este composto por seis
espécies validas: C. penicillata, C. jacchus, C. aurita, C. flaviceps, C. geoffroyi e C.
kulii (Figura 1).

Figura 1. Seis espécies validas de calitriquideos: (A) C. aurita, (B) C. flaviceps, (C) C.
geoffroyi, (D) C. jacchus, (E) C. kuhlii e (F) C. penicillata.
Fonte: FORD (2009).



Em contrapartida, MENDES (1997) coloca que as hipoteses evolutivas para
Callithrix sao bastante especulativas, e devem ser vistas como uma grande
simplificagéo filogenética de processos muito mais complexos e dinamicos. Embora
as espécies C. penicillata e C. jacchus tenham a maior distribuicdo geografica para o
género e tenham sido introduzidas fora da sua area natural de distribuicdo, as
populagdes tém declinado enormemente em decorréncia da destruicao de habitats
(COIMBRA-FILHO, 1984).

2.2. Conservacgao e reprodugao

Estratégias como a preservagdo pela protecdo dos habitats ou pela
propagacéao natural em zoologicos nédo tém se mostrado praticas e adequadas para
a conservagao dos recursos genéticos do planeta. Os problemas advém, no primeiro
caso, da dificuldade em selecionar qual ou quais habitats devem ser preservados,
pois algumas espécies, como os grandes predadores que se encontram no topo da
cadeia alimentar, requerem areas muito extensas, gerando um custo social
adicional, e necessitam de financiamentos vultosos que assegurem o sucesso dos
projetos. Ja a manutencédo de espécies em cativeiro representa uma fragdo pouco
significativa dentro da dimens&o que o problema vem alcan¢ando (WILDT, 1992).

A escassez de conhecimentos sobre como e porque espécies e ecossistemas
sobrevivem ou degeneram é um fator critico no campo da conservagao. Assim, os
bancos de germoplasma, com a criopreservagao de sémen e seus derivados, dos
tecidos e do DNA, fornecem um rico material para o desenvolvimento de pesquisas
basicas e aplicadas. Porém, essas iniciativas de conservacdo dependem do
profundo conhecimento da biologia reprodutiva das diferentes espécies,
principalmente aquelas que hibridizam. Muitos estudos revelam que a fisiologia e a
morfologia, mesmo de espécies intimamente relacionadas, apresentam diferencas
marcantes, dificultando a extrapolacdo das técnicas dominadas para aquelas
espécies pouco conhecidas. Portanto, as biotécnicas somente serdo aplicadas com
sucesso has praticas conservacionistas, apdés o dominio dos conhecimentos
relativos a anatomia e a histologia dos 6rgaos reprodutivos, a gametogénese e a
mecanismos gerais que regulam o processo da reproducdo (ZUCCARI & BEZERRA,
2006).



Conforme sera descrito adiante, o presente estudo tera como objetivos
principais a investigacdo da funcao testicular de saguis hibridos empregando-se
material preparado para analises morfolégicas e morfométricas que permitam
analises bastante precisas. Os resultados serdo comparados com os dados ja
adquiridos para os progenitores ja estudados. Com o advento de novas tecnologias
aplicadas a biologia da reproducdo, como o transplante de espermatogOnias
(BRINSTER & AVARBOCK, 1994; BRINSTER & ZIMMERMANN, 1994; FRANCA &
RUSSEL, 2000; NAGANO et al.,, 2001; BRINSTER, 2002; FREDERICKX et al.,
2004) e o enxerto de fragmentos testiculares interespecificos (HONARAMOOZ et al.,
2002; SCHLATT et al., 2003; OATLEY et al.,, 2004), os saguis hibridos que
constatados como risco de causarem “‘impacto ambiental”’, podem tornar-se um
modelo experimental bastante atraente e que eventualmente servira como receptor
de células tronco e de fragmentos testiculares de outros primatas, incluindo-se ai a
espécie humana.

O parametro androlégico de mamiferos representa o cuidado diagndstico e
progndéstico da saude do macho, especificamente no que se refere a fungdo sexual
do macho, ao sistema reprodutor do mesmo, além de estimar a taxa de producéao
espermatica e fornecer informagdes a respeito da normalidade do 6rgao (AMANN,
1970%; AMANN & SCHANBACHER, 1983; FRANCA & RUSSELL, 1998). Ao se tratar
de animais com histérico de hibridacdo em condi¢des naturais o parametro
androlégico nos diz muito sobre o estado biolégico e histoléogico dos o6rgaos
reprodutores Maiores variagdbes no peso testicular para as diferentes espécies
podem ser observada em espécies que nao sofrem selegdo continua para a
reproducdo (JOHNSON et al., 1980; CLEMMONS et al., 1995; PAULA, 1999;
GODINHO, 1999; ALMEIDA, 2002).

2.3. Hibridagcao

A colonizacdo de ambientes mais abertos e reprodutivos sao caracteristicas
adaptativas que tanto C. jacchus e C. penicillata adquiriram com maior adaptacao
para a exploracdo de gomas (RYLANDS & FARIA, 1993). Ambas as espécies
colonizaram eficientemente as regides de cerrado e caatinga, que incluem florestas
caducifdlias, altamente sazonais. Supde-se que essas espécies tenham potenciais

adaptativos proximos, no que tange a ocupacgao de paisagens abertas, sendo C.
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penicillata ligeiramente mais eficiente em termos competitivos em cerrado e C.
jacchus em caatinga (MENDES, 1997).

Em cativeiro, foram realizadas varias experiéncias de cruzamentos entre estas
duas espécies (COIMBRA-FILHO, 1970; 1971 e 1978; juntamente com Mittermeier,
1974), tendo sido obtidas até trés geragdes férteis de hibridos. A presenca de
hibridos em ambiente natural foi descrita por ALONSO et al. (1987), que
identificaram a presenca de espécimes com fendtipo hibrido entre C. jacchus e C.
penicillata no Reconcavo Baiano, restritos a uma faixa estreita (menos de 50 Km),
embora esta seja uma area com forte perturbagao antropica, o que poderia favorecer
a quebra dos mecanismos de isolamento.

Considerando a ampla distribuicdo geografica de C. jacchus e C. penicillata e o
fato da hibridacdo documentada por ALONSO et al. (1987), ambas as espécies
possuem o mesmo numero dipldide de cromossomos e ocorrem justamente numa
zona de transicao entre regides fitoecoldgicas, acreditando-se que o padréao
observado € perfeitamente previsivel para um grupo de espécies em que o0s
potenciais adaptativos ecoldgicos explicam grande parte dos limites biogeograficos.

No entanto, a hibridagdo dessas duas espécies ndo enquadra como regido
fitoecologica o estado do Rio de Janeiro, anulando qualquer hipdtese de zona de
transicao natural, uma vez que ambas sao espécies exoticas para a regidao. Na
natureza, foram encontrados hibridos em Santo Amaro, e no norte de Salvador, no
Estado da Bahia, sendo estas populagbes estudadas por ALONSO et al. (1987).
Neste trabalho foram descritos até cinco padrbes intermediarios entre as formas
tipicas das duas espécies. COIMBRA-FILHO et al. (1993) pressupdem que o0s
hibridos vém sendo o resultado de muitos anos de introdu¢des casuais nessa regiao
onde nao existiam originalmente, ou que era habitada apenas por C. penicillata.
Outra evidéncia é descrita por SANT'ANNA (2003) na llha de Santa Catarina, onde
pelo menos trés espécies de saguis foram introduzidas através de solturas aleatoérias
nas ultimas décadas: C. penicillata, C. jacchus e C. geoffroyi. O C. penicillata,
espécie do cerrado e matas dos estados de Sao Paulo, Minas Gerais, Goias e
interior da Bahia, hipoteticamente poderiam fazer parte de uma expansao natural.
No entanto, isto € duvidoso, visto que existe uma grande descontinuidade na
distribuicado, e a Serra do Mar tem sido historicamente uma barreira geografica para

essa espécie.



O C. jacchus, espécie também aléctone nessa regido é nativo da Floresta
Atlantica do nordeste brasileiro e, dificiimente, chegaria ao Rio de Janeiro como
resultado de um processo de expansao geografica natural, embora em ambos os
casos tenha-se informagdes que confirmam a ocorréncia de introduc¢des deliberadas,
PAULA et al. (2008).

2.4. Estrutura do testiculo

O testiculo esta sob o controle de hormdnios gonadotréficos produzidos pela
hipdfise anterior, sendo um 6rgao glandular formado por uma porgao exdcrina e uma
porcao enddécrina. Geralmente, em mamiferos esta localizado no escroto e envolvido
por uma espessa capsula de tecido conjuntivo, a tunica albuginea. Esta tunica envia
trabéculas de tecido conjuntivo (os septos testiculares) de forma espécie especifica,
para o interior do 6rgao até a regiao do mediastino testicular, dividindo-o em lobulos.
Existe ainda uma grande variagao entre as diferentes espécies de mamiferos com
relagdo a quantidade de tecido conjuntivo que formam estas trabéculas (FRANCA &
RUSSELL, 1998; PAULA, 1999; SILVA JR., 2000; ALMEIDA, 2002). A artéria
testicular e seus ramos e veias correm na face interna da tunica albuginea, sendo
normalmente bastante visiveis (AMANN, 1981a).

O testiculo é constituido por dois compartimentos: o compartimento tubular e o
intertubular ou intersticial. No primeiro, responsavel pela producdo de
espermatozoides, encontram-se os tubulos seminiferos, os quais se conectam
através de duas extremidades a rete testis, localizada na regido do mediastino
testicular. A maioria dos mamiferos possui na maior parte do testiculo, 70% a 90%
do parénquima testicular de tubulos seminiferos. Os tubulos seminiferos sao
constituidos a partir de sua porgao externa para a interna, de tunica propria, epitélio
e lume. Na tunica propria, podem ser observadas as células miodides ou
peritubulares, a membrana basal e fibras colagenas. Dois tipos celulares de origens
embrionarias diferentes estao presentes no epitélio seminifero: as células de Sertoli,
de origem somatica, provenientes do epitélio celomatico, e as células germinativas
ou espermatogénicas, originarias do epiblasto (FAWCETT et al., 1973; FRANCA &
RUSSELL, 1998; PAULA, 1999). Os componentes do compartimento intertubular
sdo representados pelas células de Leydig, vasos sanguineos e linfaticos, nervos e

uma populagao celular variavel do tecido conjuntivo constituida principalmente de
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fibroblastos, macréfagos e mastocitos (RUSELL et al.,, 1990a; SETCHELL, 1991).
Dentro do lume tubular encontra-se o fluido secretado pelas células de Sertoli e os
espermatozoides recém espermiados em animais sexualmente maduros
(SETCHELL, 1991).

As células de Sertoli, juntamente com as células mioides, sintetizam a
membrana basal que serve de suporte estrutural para a propria célula de Sertoli e
para as células germinativas (DYM, 1994). As juncdes de oclusao entre as células
de Sertoli dividem o epitélio seminifero em dois compartimentos, o compartimento
basal e o compartimento adluminal, no qual se encontram os espermatoécitos
primarios a partir da fase de zigéteno, espermatdcitos secundarios e espermatides.
A célula de Sertoli controla o compartimento adluminal, que propicia um
microambiente isolado e imunoprivilegiado denominado barreira de célula de Sertoli,
sendo essencial para desenvolvimento das células espermatogénicas (RUSSEL et
al., 1990a; SETCHELL, 1991; POCCIA, 1994; SHARPE, 1994).

Variagdes sao observadas nos numeros de células germinativas e de células
de Sertoli e nas dimensdes (diametro e comprimento) dos tubulos seminiferos de
espécie para espécie em mamiferos (FRANCA & RUSSEL, 1998), como exemplo o
suino domeéstico que apresenta de varias centenas a alguns poucos milhares de
tubulos seminiferos e aproximadamente 6000 metros de tubulos no total (FRANCA &
RUSSELL, 1998). Ja& o camundongo, possui aproximadamente 20 tubulos
seminiferos por testiculo perfazendo um total cerca de dois metros de comprimento
tubular por testiculo (BASCOM & OSTRUD, 1925). Observa-se, na maioria dos
mamiferos, um valor para o didmetro tubular em torno de 180um a 300um
(ROOSEN-RUNGE, 1977; SETCHELL et al., 1994, FRANCA & RUSSELL, 1998).

2.5. Espermatogénese

A espermatogénese é um processo ciclico e regular, altamente complexo, que
ocorre dentro dos tubulos seminiferos onde uma célula tronco passa por sucessivas
divisbes mitdticas e mitoses, dando origem a uma célula hapléide altamente
especializada denominada de espermatozéide (FRANCA & RUSSELL, 1998;
FRANCA et al., 1998; GODINHO, 1999; ALMEIDA, 2002). Este é considerado o
sistema auto-renovavel mais produtivo do corpo animal, no qual milhdes de

espermatozoides sao produzidos diariamente por grama de testiculo, a partir das
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espermatogobnias tronco (COUROT et al., 1970; CLERMONT, 1972; ORTAVANT et
al., 1977; De ROOIJ & RUSSELL, 2000).

Nos adultos, a espermatogénese € um processo continuo que pode ser dividido
em trés fases distintas (RUSSELL et al., 1990a; SHARPE, 1994):

(a) Fase mitética, também chamada de fase proliferativa ou espermatogonial,
na qual sucessivas e rapidas divisbes mitdticas ocorrem com as
espermatogbnias, como um processo auto-renovavel;

(b) Fase meidtica ou espermatocitaria, importante para o fluxo génico entre
membros de uma mesma espécie como também para a especiagao, pois 0
material genético é duplicado, recombinado e segregado; e

(c) Fase de diferenciagdo ou espermiogénica, na qual as ceélulas haploides
formadas se diferenciam em espermatozodides, que sado células altamente
especializadas e estruturalmente equipadas para alcangar e fertilizar os

oocitos.

Desta forma, trés tipos de células germinativas estdo envolvidas neste
processo: as espermatogbnias, 0s espermatocitos e as espermatides. As
espermatogbnias possuem duas categorias basicas de classificagdo, as
espermatogobnias indiferenciadas e as diferenciadas (DE ROOIJ, 1998). Com isso,
podem ser colocadas em duas categorias, sendo a primeira das espermatogdnias
indiferenciadas, incluindo espermatogénias isoladas (Ais), pareadas (Apr) € alinhadas
(Aal), sendo a Ais, considerada funcionalmente como espermatogbnia tronco.
Trabalhos de CHIARINI-GARCIA & RUSSEL (2001) e CHIARINI-GARCIA et al.
(2001), preconizam que espermatogdnias indiferenciadas possuem nichos e regides
especificas no epitélio seminifero. Quando essas espermatogbnias passam para o
tipo A (A1-A4 em varias espécies de mamiferos), intermediaria (In) e tipo B, sao
consideradas espermatogbnias diferenciadas, estando comprometidas de forma

irreversivel com a formacéo dos espermatozoides.

As D Apr @ Aa(1-4) —> AIDADAAD)Ad T—> InD BD
espermatdcitos primarios ——> espermatocitos secundarios =)

espermatides



De acordo com DE ROOIJ & RUSSEL (2000), n&o ocorre divisdo mitotica da
Aal para A1 nessa etapa da fase espermatogonial. Vale ressaltar que existem varias
diferengas em relagdo ao numero de geragdes de espermatogbnias diferenciadas
em mamiferos. Foram encontradas duas gerag¢des para humanos (Homo sapiens),
quatro para saguis (Callithrix jacchus) e cinco para macaco rhesus (Macaca mulata)
(FRANCA et al., 2002; MILLAR et al., 2000), embora para todas as espécies de
mamiferos estudadas até o momento ndo tenha sido encontrado um numero de
geragodes superior a seis (DE ROOIJ & GROOTEGOED, 1998; FRANCA & RUSSEL,
1998; FRANCA et al., 2002).

Em grande parte das espécies de mamiferos ja estudados, bem como roedores
de laboratério (camundongos e ratos), ruminantes e cao, existem seis gerac¢des de
espermatogbnias diferenciadas (A:«-s; In e B), enquanto para o equino e o coelho,
cinco geracgdes de espermatogdnias sao descritas. Em primatas, o menor niumero de
geragcbes espermatogodnias (duas) € encontrado no homem (SINHA-HIKIN et al.,
1985?), enquanto que no M. mulatta, M. fascicularis e M. arctoides sao encontradas
cinco geracbes (FRANCA et al., 2002). Na tabela 1 observa-se o numero de
geragcbes espermatogoniais como um dos principais fatores relacionados com a
eficiéncia deste tipo celular e seu indice meidtico. Também na tabela 1, estudos
indicam a presenca de cinco geragdes de espermatogdnias para sagui C. jacchus
(MILLER et al., 2000; WEINBAUER et al., 2001; MILLAR, et al., 2001), sendo esta

especie uma das progenitoras dos hibridos aqui estudados.



TABELA 1. Numero de geragbes de espermatogbnias e indice meidtico em

diferentes mamiferos.

Geragio indice
Espécies Espermatogonial® meiotico? Referéncias
Rato 6 (A1-4; In, B) 3,4 (15)* CLERMONT & BUSTOS-OBREGON, 1968; CLERMONT &
MORGENTALER, 1955
Camundongo 6 (A1-4; I, B) 3.1(23) DE ROOJI, 1973; BERNDTSON & THOMPSON, 1990
Suino 6 (A1-4; In, B) 3,2 (20) FRANGA, 1991; FRANKENHUIS et al., 1982
Cao 6 (A1-4; In, B) 3,4 (15) PAULA, 1992
Bovino 6 (A1-3; In, B1-2) 3,6 (10) HOCHEREAU-DE REVIERS, 1976; AMANN, 1962
Bufalo 6 (A1-3; In, B1-2) 3,4 (15) BILASPURI & GURAYA, 1980
Ovino 6 (A1-3; In, B1-2) 3,1(23) BILASPURI & GURAYA, 1986; QUEIROZ & CARDOSO,
1989
Caprino 6 (A1-3; In, B1-2) 2,8 (30) LEAL et al., 2004 (in press)
Gato 6 (A1-4; In, B1-2) 2,8 (30) GODINHO, 1999
Equino 5 (A1-3; In, B1-2) 2,8 (30) JONHSON et al., 1994
Jumento 5 (A1-3; In, B1-2) 2,8 (30) NEVES, 2001
Coelho 5 (A1-2; Im-2, B) 3,3 (18) CASTRO, 1995
Macaca mulata 5 (A1-2, B1-3) CLERMONT, 1972
Macaca fascicularis 5 (Aara, B1-4) 3,9 (15) FOUQUET & DADOUNE, 1986; ZHENGWEI et al., 1997
Macaca arctoides 5 (Aara, B1-4) 2,5 (38) CLERMONT & ANTAR, 1973
Callithrix jacchus 5 (A1-4; B) MILLAR et al., 2000; WEINBAUER et al., 2001
Homem 2 (Aara, B) 1,3 (68) SINHA HIKIM et al., 19852

'A = espermatogdbnia A; In = espermatogdnia intermediaria; B = espermatogbnia B.
2 Numero de espermatides arredondadas por espermatécito primario.

Os indices celulares alcangados a partir de contagens feitas em estadios

especificos do processo espermatogénico atuam de maneira bastante apurada de

se analisar a funcionalidade deste processo e estimar a producdo espermatica,

permitindo ainda acareacdes entre as diferentes espécies. Na analise das diferentes

fases da espermatogénese pode utilizar trés indices: o coeficiente de eficiéncia de

mitoses espermatogoniais o qual quantifica o grau de perdas celulares na fase
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espermatogonial ou proliferativa e estima as degeneragbes que ocorrem nas
conversdes celulares de espermatogbnias do tipo A, até a formacdo de
espermatécitos primarios e pré-leptéteno (PL) ou em paquiteno (P) sendo
considerado de 1:1 a perda de PL/P; o rendimento geral da espermatogénese, onde
€ avaliada a eficiéncia do processo espermatogénico integralmente e o rendimento
meiotico, avaliando a eficiéncia de duas divisbes meidticas. Pelo fato de ser
relativamente espécie-especifica (RUSSELL & PETERSON, 1984; ORTH et al.,
1988; FRANCA & RUSSELL, 1998), o numero de células germinativas por célula de
Sertoli € um outro indice que serve para avaliar a eficiéncia desta ultima,
constituindo-se também num excelente parametro para se estimar a eficiéncia
espermatogénica (RUSSELL & PETERSON, 1984; SHARPE, 1994; FRANCA &
RUSSELL, 1998), que seguidamente sera visto. Em questdo da eficiéncia das
células de Sertoli, provavelmente por espaco fisico, as menores sdo as mais
eficientes (RUSSELL & PETERSON, 1984; FRANCA & RUSSELL, 1998).
Conquanto ainda muito pouco investigado (RUSSELL & PETERSON, 1984), o
tamanho e a forma das células espermatogénicas também podem influenciar na

habilidade das células de Sertoli em suportar as mesmas.

2.5.1. Espermatogénese em primatas

2.5.1.1. Caracterizagcdo do estadio 1 do ciclo do epitélio seminifero investigado

por meio do método da morfologia tubular

O estudo do ciclo do epitélio seminifero (CES) tem sido baseado no método da
morfologia tubular (CURTIS, 1918; BERNDTSON, 1977; ORTAVANT et al., 1977,
FRANCA & CARDOSO, 1998), método esse que se torna possivel pelas
modificagcdes de forma e posicdo do nucleo das espermatides e na ocorréncia de
divisdo meidtica no epitélio seminifero e caracterizar os estadios do ciclo, sendo
possivel a identificacdo do estadio 1 como foco principal do estudo nos saguis
hibridos. Essa metodologia nos fornece oito estadios do ciclo para todos os

mamiferos incluindo os saguis:
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Estadio 1: estende-se do fim da liberagcdo (espermiagcdo) das
espermatides alongadas no lume do tubulo seminifero até o inicio de
alongamento dos nucleos das espermatides arredondadas;

Estadio 2: estende-se do inicio do processo de alongamento dos
nucleos das espermatides arredondadas até o inicio de agrupamento
das espermatides alongadas em feixes;

Estadio 3: caracteriza-se pelo inicio de agrupamento das espermatides
alongadas em feixes até o inicio da primeira divisdo meidtica;

Estadio 4: estende-se do inicio ao fim da primeira e segunda divisbes
meiodticas, envolvendo a presenca de espermatocitos secundarios;
Estadio 5: caracteriza-se pela presenca de espermatides arredondadas
recém-formadas e pela localizagdo mais profunda dos compactos feixes
de espermatides alongadas no epitélio seminifero, os quais se situam
préximos dos nucleos das células de Sertoli;

Estadio 6: € caracterizado pelo deslocamento dos feixes de
espermatides alongadas em dire¢do ao lume tubular, apresentado-se os
mesmos, menos compactos;

Estadio 7: caracteriza-se pela dissociacdo dos feixes de espermatides
alongadas e localizagdo dos mesmos proximos a borda luminal e o
aparecimento dos primeiros corpos residuais; e

Estadio 8: caracterizado pela localizagdo das espermatides alongadas
na borda luminal, em forma de paligada, e liberagdo (espermiagdo) das

mesmas no lume tubular, e pela presenca de corpos residuais evidentes.

Duas diferengas importantes no arranjo topografico das etapas da

espermatogénese sao reconhecidas entre os mamiferos. Na maioria deles, a

distribuicdo dos estadios no ciclo do epitélio seminifero € segmentar, contendo um

estadio em cada seccao transversal por tubulo seminifero (RUSSELL et al., 1990a;
COSTA, 2003; PAULA, 2003). Em contra partida, alguns primatas como o Callithrix
jacchus (MILLAR et al.,, 2000), chimpanzés (Pan troglodytes) e seres humanos,

podem ser encontrados mais de um estadio por secg¢ao transversal do tubulo

seminifero. No macaco cynomolgus (Macaca fascicularis) (DIETRICH et al., 1986), e

no babuino-anubis (Papio anubis) tem sido descrita uma etapa intermédia, tendo as

seccgoes tubulares a presenca de um estadio em 60% e a presenca de dois ou trés
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estadios em 40% da secgdes (CHOWDHURY e MARSHALL, 1980). Foi proposto
para os testiculos humanos que a presenga de varios estadios do ciclo do epitélio
seminifero forma uma organizagao helicoidal da espermatogénese (SCHULZE e
REHDER, 1984), mas essa visdo tem sido contestada, sugerindo que o arranjo dos
estagios ¢é aleatério (ROSS,1985; WEINBAUER et al., 2001) (Figura 2).

SPERM ¢ \

IV
Cc
v 1
C
L
E 1
S
1 !
4
Estadios 1 2 3 4 5 6 7 8
Frequéncia (%) 24.0 12.48 22.8 8.0.8 9.57 4.9 5.51 12.66
Duragéo (dias) 3.68 1.92 3.52 123 147 .76 .84 1.94

Figura 2. Diagrama representando os oito estadios do ciclo do epitélio seminifero
em saguis (Leal e Franga, 2006). Algarismos romanos indicam o ciclo
espermatogénico. O espago para cada coluna €& proporcional a sua
frequéncia relativa e duracdo. As setas indicam as localizagdes das
células espermatogénicas mais precisa no estadio em questdo.
Espermatogbnias dos tipos A (A) e B (B); espermatdcitos primarios em
pré-leptoteno (PI/L); leptoteno (L); zigoéteno (Z); paquiteno (P); dipléteno
(D): espermatdcitos secundarios (ll); espermatides arredondadas (R) e
espermatides alongadas (E).
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Nos seres humanos grande proporgéo de células germinativas aparentemente
sofre degeneracdo durante a fase espermatogonial e aproximadamente 50% de
espermatécitos sdo perdidos durante a meiose (JOHNSON, 1995). No entanto, um
estudo mais recente de ZHENGWEI et al. (1998) indicou que a espermatogénese
humana poderia ser mais eficiente do que se pensava anteriormente. Outro estudo
quantitativo da espermatogénese em macacos (macacos cynomolgus) revelou
pouca ou nenhuma perda de células germinativas durante a meiose e
espermiogénese (ZHENGWEI et al., 1998) (Tabela 2).

g
4

A - A distribuicdo dos estadios no
ciclo do epitélio seminifero é
segmentar

B - Encontrados mais de um
estadio por secgao transversal do
tubulo seminifero.

Figura 3. Diferencas no arranjo topografico das etapas de espermatogénese.
Fonte: Modificado a partir de ROSS (1985) e WEINBAUER et al. (2001).

TABELA 2. Comparacgao da organizacao espermatogénica entre primatas e o rato.

Estadios por

Duracgao secgao
do ciclo N° de transversal N° de mitoses
Espécies (dias) estadios tubular espermatogoniais

Homem 16 6 1-5 1-2
Chimpanzé 14 12 2-4 1-2
Macaco rhesus 10.42 12 1 5-6
Cynomolgus 9.8 12 1 5-6
Callithrix jacchus 10 9 1-5 4
Rato 12.5-13.3 14 1 6

Fonte: MILLER et al. (2000).
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O significado biolégico do padréo irregular de espermatogénese em relagao a
producao de células germinativas ainda néo esta claro, e um modelo animal de facil
acesso esta faltando.

O sagui comum (Callithrix jacchus) € um primata ndo-humano que tem sido
utilizado em biologia reprodutiva e investigagbes de toxicologia por muitos anos
(ABBOTT e HEARN, 1978) e (HEARN, 1978). No presente trabalho, células
germinativas, numeros de células de Sertoli e apoptose testicular foram
quantificados pela primeira vez em hibridos. HOLT e MOORE (1984), descreveram
oito estadios da espermatogénese, e o trabalho subsequente sugeriu que a
distribuicao dos estadios da espermatogénese no sagui comum se assemelha ao de
seres humanos, com mais de um estadio por corte transversal tubular (HAIDER,
1989).

Entretanto, LEAL e FRANCA, (2006), dizem que mesmo 0s saguis sendo
considerados como excelente modelo experimental para estudos toxicolégicos e
comparativos envolvendo varios aspectos da biologia reprodutiva dos primatas
mencionando, quando eles sdo comparados aos seres humanos, existem diferencas
importantes do sistema reprodutivo de saguis que podem limitar a utilizagdo dessa
especie em tais estudos. Por exemplo, entre as particularidades de saguis podem
ser citados a geragao de gémeos uniplacentarios, a diferenciacao testicular primitiva
no nascimento, a supressdao do exon 10 do receptor de LH, bem como a
dependéncia de HCG para a maturacgao e fungao testicular (ver revisao em LI et al.,
2005).

Os conjuntos literarios indicam que fatores filogenéticos ndo sao responsaveis
pela determinagcdo do percentual ocupado pelo compartimento intertubular nas
distintas espécies de mamiferos. A titulo de exemplo, ampla variagdo é observada
para as diferentes espécies de roedores ja investigados, mesmo quando se
considera o mesmo género (FAWCETT, et al., 1973; BREED, 1982). Em capivaras,
que € o maior roedor vivo, o compartimento intertubular ocupa cerca de 50%
(PAULA, 1999), ao passo que, em ratos este percentual € de aproximadamente 10%
do parénquima testicular (RUSSEL & FRANCA, 1995; ROCHA et al., 1999).

Os trés padroes distintos observados para o arranjo e a proporgao dos
elementos constituintes do espaco intertubular nas diferentes espécies de
mamiferos (FAWCETT et al., 1973) sao:

15



| - espécies nas quais as células de Leydig e o tecido conjuntivo ocupam uma
area muito pequena no compartimento intertubular, destoando com extensos
sinusoides linfaticos ou espacgos linfaticos (ex.: rato, camundongo, hamster,
guinea pig e chinchila);

Il — espécies que apresentam grupos de células de Leydig espalhadas em
abundante tecido conjuntivo frouxo, o qual é drenado por um vaso linfatico
localizado central ou excentricamente no espaco intertubular (ex.: bovino,
ovino, macaco e homem); e

Il — espécies nas quais abundantes agrupamentos de células de Leydig
ocupam grande parte do compartimento intertubular, apresentam pouco

tecido conjuntivo e vasos linfaticos (ex.: suinos e zebra).
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3. JUSTIFICATIVA E OBJETIVOS

Apesar da hibridagado de animais ser muitas vezes desejada, e mesmo buscada
devido as possiveis vantagens dos hibridos, pelo menos sob cultivo celular, seus
riscos, ndo raros, sdo citados como fontes de efeitos mais que indesejaveis e
imprevisiveis para a biodiversidade do planeta. Outra importante observagao é que
as diferengas cariotipicas decorrentes de rearranjos cromossOmicos estdo entre as
principais barreiras para a reproducao interespecifica. Por outro lado, uma vez que o
sucesso evolutivo que determina a perpetuacdo de uma espécie e suas relagdes
com o ecossistema se deve a sua reprodugdo e quando da producéo de hibridos
capazes de reproduzir entre si ou com individuos das espécies que lhes deram
origem, tais hibridos interespecificos podem representar sérios riscos biolégicos ao
meio ambiente, interferindo no fluxo génico de estoques naturais ou cultivados e
competindo com as linhagens parentais. A analise dos dados obtidos no
levantamento bibliografico mostrou producdo incipiente sobre a hibridacdo em
mamiferos. Além disso, este estudo pode servir também de modelo para estudo
avaliativo da reprodugdo masculina devido a proximidade filogenética com o homem.

A morfologia reprodutiva em primatas silvestres ainda € pouco conhecida.
Assim, com o objetivo de fornecer dados sobre a organizagao morfofuncional dos

componentes do testiculo, o presente trabalho propde:

Realizar a morfometria macro e microscopica dos testiculos;

Calcular o indice gonadossomatico;

Calcular o diametro tubular e a altura do epitélio seminifero;

Calcular o comprimento total do tubulo seminifero por testiculo e por grama

de testiculo;

e) Caracterizar qualitativa e quantitativamente o compartimento intertubular;

f) Calcular o rendimento intrinseco da espermatogénese e determinar a
populacao celular dos tubulos seminiferos presente no estadio 1 do CES;

g) Determinar as relagbes quantitativas entre células da linhagem
espermatogénica e célula de Sertoli; e

h) Determinar a correlagédo entre a concentragcao sérica de testosterona e os

demais componentes de proporg¢ao volumétrica.
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4. MATERIAL E METODOS
4.1. Historico dos animais
Os Callithrix hibridos do presente estudo provém dos progenitores Callithrix
jacchus e Callithrix penicillata oriundos da llha d’Agua, Baia de Guanabara/RJ, e de

uma fazenda no municipio de Silva Jardim/RJ (Figura 3), regides onde a espécie

nao ocorre naturalmente.

Y
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Figura 4. Local de coleta dos saguis hibridos. Municipio de Silva Jardim, RJ.
Fonte: Google Earth.

A llha d’Agua (Figura 4) pertence 8 TRANSPETRO, e os saguis constituem um
grave problema de seguranga do trabalho neste local por ocasionar acidentes aos
trabalhadores, sendo também regido de ocorréncia do Leothonpitecus rosalia (Mico-
ledo-dourado), onde ha realizagdo de estudos de campo, visando desenvolver um

plano de controle de animais introduzidos.
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Figura 5. Local de coleta dos saguis hibridos. llha D’Agua, Rio de Janeiro, RJ.
Fonte: Google Earth.

4.2. Procedéncia e qualidade das amostras

A colonia de saguis (Callithrix jacchus, Callithrix penicillata e hibridos) do
SERCAS-UENF (Setor de Estudos de Etologia, Reintroducdo e Conservagao de
Animais Silvestres) em Campos dos Goytacases/RJ, foi obtida de programas de
remogao licenciada, da regido de ocorréncia do ameagado Mico-ledo-dourado. Com
isso, foram obtidos nove animais hibridos com tempo em cativeiro aproximado de
dois meses, sendo esses animais provenientes da llha D’agua de uma fazenda do
municipio de Silva Jardim - RJ.

Os saguis machos do presente estudo foram mantidos aproximadamente
sempre no mMesmo  grupo com  mais duas fémeas  adultas,
uma fémea juvenil e trés machos juvenis. No protocolo de alimentagdo, foram
utilizadas 40g de banana e ragao no periodo da manha, e 30g de frutas e legumes

variados no periodo da tarde, por individuo.
4.3. Delineamento experimental

Na experimentagao, foram utilizados nove saguis hibridos machos e adultos,
obtidos do cativeiro SERCAS-UENF. Todo procedimento clinico-cirurgico e de

eutanasia foi desenvolvido sempre com o auxilio do médico veterinario Vanner
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Boere Souza (CRMV-DF 0757). Todos os espécimes foram coletados conforme
licenca n°® 33965-1, emitida pelo SISBIO-ICMBio-MMA e mediante autorizagdo da
Comissao de Etica da UFV (protocolo 38/2013).

Os animais foram pesados e classificados como sexualmente maduros. Em
seguida, foram anestesiados utilizando-se associagado de cloridrato de quetamina
(10mg/Kg de peso) e xilazina (1mg/Kg de peso). Enquanto anestesiados, os animais
tiveram uma amostra de sangue coletada para posterior realizagdo de hemograma
completo, e o plasma foi separado para analise dos concentrados de testosterona
para a comparagcao da mesma com relatos descritos na literatura para as espécies
progenitoras. Amostras de sangue venoso foram coletadas entre 8h e 12h30min e,
posteriormente, o plasma foi separado e armazenado a 4°C até o ensaio no dia
seguinte da coleta.

Os animais foram eutanasiados com 2mL de cloreto de potassio por via intra-
cardiaca. Através de palpacgao percutanea, foi verificada a integridade dos testiculos,
bem como mensuradas dimensdes externas de testiculos quanto a largura,
espessura e comprimento, assim como a espessura do escroto, utilizando-se
paquimetro, para posterior calculo do volume testicular (MASCARENHAS et al.,
2005). Estas dimensdes testiculares externas foram utilizadas na formula 4/ (ABC),
onde A representa metade do comprimento, B metade da largura, e C metade da
espessura, permitindo o calculo do volume testicular.

Para tricotomia e antissepsia foi usado iodo povidine tdpico, logo apds a incisao
da pele do escroto com um bisturi circular de 4 mm de diametro, para obtencao dos
testiculos esquerdo e direito. Logo apds, ambos os testiculos foram seccionados na
porcao capitata, terco médio e caudata e identificados. Estes fragmentos foram
imersos em fixador de Karnovsky modificado (paraformaldeido 4% e glutaraldeido
5% em tampéao fosfato 0,2M pH 7,2-7,4) em temperatura ambiente por, no minimo,

duas horas.

4.3.1 Processamento do material para analise histolégica

Para estudos em microscopia de luz, os fragmentos foram desidratados em
séries de concentragdes crescentes de alcodis (70°, 80°, 90°, 95°, 100° ABS | e 100°
ABS Il) e incluidos em resina plastica a base de glicol metacrilato (Leica Historesin

Embedding Kit, Leica Instruments). Os fragmentos foram posicionados de modo a
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oferecer uma secgao transversal. A partir destes, foram obtidos cortes histologicos,
de modo sequencial, utilizando-se microtomo rotativo dotado de navalha de vidro,
com 3um de espessura. Os cortes foram corados com solugao de azul de toluidina-
borato de sédio 1%, montadas com Entellan (Merck), e analisadas em microscoépio
Olympus BX 60.

4.4. Histologia quantitativa dos testiculos

Todas as medidas obtidas (proporgéo volumétrica, populagéo celular, altura do
epitélio seminifero, didametro tubular, proporgdo nucleo-citoplasma das células de
Leydig, diametro nuclear das células germinativas e nucleolar das células de Sertoli)
foram realizadas a partir de imagens digitais por meio do programa Cell*F —
AnalySiS Image Processing (desenvolvido por Olympus Soft Imaging Solutions) no
sistema computadorizado do Laboratério de Biologia Celular, Departamento de
Morfologia, Instituto de Ciéncias Biologicas/UFMG, contando com uma régua
micrométrica acoplada a ocular de microscopio de luz (Olympus BX 60) com objetiva
de 20x, e posterior analise no programa “Image J” (desenvolvido por Wayne
Rasband, do Research Services Branch, National Institute of Mental Health,

Bethesda, Maryland).

4.4.1 Proporgées volumétricas (%) e volume dos componentes testiculares e

seus indices representativos

Com auxilio de fotomicroscopio, foram obtidas imagens para avaliar a
proporcdo volumétrica do tubulo seminifero e do espaco intertubular no parénquima
testicular, por meio da contagem destes elementos teciduais correspondentes aos
pontos em 15 campos, aleatoriamente distribuidos, utilizando um reticulo com 540
interseccdes totalizando 8.100 pontos por animal em aumento de 200x. Calculou-se,
por meio dessas propor¢oes, o volume total do parénquima testicular, obtido dos
volumes totais de cada componente testicular em todos os saguis. Foram
contabilizados os pontos que coincidiam com as estruturas testiculares (RUSSELL et
al., 1990b; GRONDONA, 2012).
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Os seguintes elementos tiveram sua proporgéo e volume estimados:

Do compartimento tubular foram avaliados:
— Tunica propria
— Epitélio seminifero
— Lume
Do compartimento intertubular foram analisados:
— Células de Leydig
— Células e fibras de tecido conjuntivo

— Vasos sanguineos e linfaticos

O calculo do volume de cada componente testicular, expresso em mL, foi
estimado a partir do conhecimento do volume liquido do testiculo. Como a
densidade do testiculo é préoxima de 1 (1,03 a 1,046 g/mL; FRANCA, 1991;
JOHNSON, et al., 1981), o peso do testiculo foi considerado igual ao seu volume.
No sagui, o valor da albuginea ja foi obtido em outros estudos, subtraindo-se do
peso bruto do testiculo o peso da tunica albuginea e do mediastino testicular,
estimado em 7% do peso testicular.

O volume de cada um destes componentes, descontando os 7% da albuginea

foi calculado de acordo com a férmula:

V = V7. X/100
Onde:

V = volume de um componente testicular (uL)
VT = volume liquido do parénquima testicular (uL)

X = porcentagem ocupada pelo componente no testiculo (%)

A partir do peso calculado para ambos os testiculos e para o volume das
células de Leydig, foi possivel calcular os indices gonadossomatico e
leydigossomatico, os quais se referem aos percentuais de massa corporal alocados,

respectivamente, em génadas e em células de Leydig.
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4.4.2. Diametro tubular, altura do epitélio seminifero e comprimento total dos

tubulos seminiferos

O diametro médio dos tubulos seminiferos e a espessura do epitélio seminifero
foram obtidos pela média das mensuracdes de 30 secgdes transversais de tubulos
seminiferos, o mais circular possivel, em cada sagui, utilizando-se ocular
micrométrica de 20x com aumento final de 200x. Nas mesmas seccodes utilizadas
para se medir o didmetro tubular, foi mensurada a altura do epitélio seminifero, a
qual foi tomada da membrana basal até a borda luminal. O valor encontrado para a
altura do epitélio em cada tubulo seminifero representou a média de duas medidas
tomadas de forma diametralmente oposta e calculadas as médias e erros padrao.

O comprimento total dos tubulos seminiferos (CT) por testiculo, expresso em
metros, foi estimado a partir do conhecimento do volume ocupado pelos tubulos
seminiferos no testiculo, e do didametro tubular médio obtido para cada animal. A
seguinte formula foi empregada (ATTAL & COUROT, 1963; DORST & SAJONSKI,
1974):

CT=VTS/mTR?

Onde:

VTS= volume total dos tubulos seminiferos no testiculo
TTR?= area da secgao transversal de tubulos seminiferos
(m = 3,14 e R = diametro tubular/2)

4.4.3. Populagdao de células espermatogénicas e de células de Sertoli por

secgdo transversal de tubulo seminifero

O principal objetivo desta analise foi o de fornecer dados para se investigar
quantitativamente a evolugéo do processo espermatogénico por meio de indices ou
razdes celulares nos testiculos de saguis hibridos. Para isto, as populagbes de
células germinativas e de células de Sertoli foram estimadas para cada sagui, a
partir da contagem em 10 seccgbes transversais de tubulos seminiferos no estadio 1
do ciclo do epitélio seminifero (CES), no aumento de 200X, segundo o método da
morfologia tubular de BERNDSTSON (1977) (Figura 5). Foram considerados os

seguintes tipos celulares:
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e Espermatogonias do tipo A1
e Espermatdcitos primarios em paquiteno
e Espermatides arredondadas

e (Células de Sertoli com nucléolo evidente

Figura 6. Seccgao transversal de tubulos seminiferos de sagui hibrido no estadio 1
do epitélio seminifero classificado de acordo com o método da morfologia tubular.
Azul de toluidina, 400x. pode-se observar nesta imagem o lume (L) e os seguintes
tipos celulares: célula de Sertoli (S); espermatogébnia tipo A1 (A); espermatécitos
primarios pré-leptéteno (PI) e em paquiteno (P); espermatides arredondadas (Ar).

A contagem obtida para cada tipo celular foi corrigida pelo didametro nuclear
médio e a espessura do corte, utilizando-se a formula de ABERCROMBIE (1946)
modificada por AMANN (1962), conforme segue:

Espessura do Corte

2
Espessura do Corte + V (% )2 a (% )

A média dos diametros de 10 nucleos de células germinativas no estadio 1 e

Numero corrigido = contagem obtida x

por animal representa o didametro nuclear médio (DM) na formula acima em aumento
de 100x.

24



Pelo fato das células de Sertoli apresentarem nucleo irregular, a corregao do
numero das mesmas foi feita a partir do didmetro nucleolar médio. Neste caso,
somente nucleos com nucléolo evidente foram contados. O didmetro nuclear ou
nucleolar médio (DM) foi obtido pela média das mensuracbes dos numeros de
nucleos ou nucléolos obtidos dos tipos celulares estudados no estadio 1 do CES

para cada sagui.

4.4.4. Volumes nucleares das células germinativas do estadio 1 do CES

Com o objetivo de se verificar a evolugdo do volume nuclear das células
espermatogénicas, desde espermatogbnias do tipo A1 até espermatides
arredondadas, o volume nuclear de diferentes tipos celulares da linhagem

espermatogénica foram obtidos empregando-se a seguinte formula:

Volume nuclear = 4/31TR3
Onde:

R = didmetro nuclear/2 e m = 3,14

4.4.5. Razao entre numeros celulares

Com o objetivo de se estimar as divisbes celulares do processo
espermatogénico e eficiéncia da célula de Sertoli, foram calculadas as razdes entre
os numeros corrigidos de células espermatogénicas e entre estas ultimas e as
células de Sertoli, no estadio 1 do CES. As seguintes razbes baseadas nas

contagens feitas no estadio avaliado foram obtidas:

e Espermatide arredondada/Nucleo de célula de Sertoli (eficiéncia da

célula de Sertoli);

e Espermatide arredondada/Espermatécito primario em paquiteno (indice

meidtico);

e Espermatdcito primario em paquiteno/Espermatogbnia do tipo A1

(coeficiente de eficiéncia de mitose espermatogonial); e
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e Espermatide arredondada/Espermatogdnia do tipo A1 (rendimento geral

da espermatogénese).

4.4.6. Numero de células de Sertoli por testiculo

Para se estimar o numero de célula de Sertoli por testiculo, foi obtido o niumero
corrigido de nucléolos de células de Sertoli em secg¢ao transversal de tubulo
seminifero com espessura de 3um e também foi calculado o comprimento total de
tubulos seminiferos por testiculo, segundo a formula empregada por HOCHEREAU-
DE REVIERS & LINCOLN (1978). A partir deste calculo, foi também estimado o

numero de células de Sertoli por grama de testiculo.

4.4.7. Numero de células de Leydig por testiculo, proporgao nucleo-citoplasma

das células de Leydig, indice leydigossomatico

Investigou-se, nos nove saguis, o numero de células de Leydig, empregando-
se reticulo com 540 interseccgdes (pontos), em aumento de 200x, em 15 campos por
animal, com aproximadamente 8100 pontos por animal, com a finalidade de se
determinar a média total e a média por animal da proporcdo (%) de células de
Leydig. Para o didmetro nuclear das células de Leydig, os nucleos medidos,
escolhidos aleatoriamente, foram aqueles que apresentaram o contorno mais
esférico possivel e com cromatina perinuclear e nucléolos bastante evidentes. A
partir desses dados foram aplicadas as férmulas do volume nuclear, volume de cada
célula de Leydig por animal e por ultimo o volume citoplasmatico, valores esses

expressos em micrémetros cubicos.
Volume nuclear = 4/311R?
Onde:

R = didmetro nuclear/2 e = 3,14

Volume celular = volume nuclear + volume citoplasmatico
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De posse do volume (um?®) das células de Leydig e do volume total (mL)
ocupado por estas células no testiculo, foi calculado o numero de células de Leydig
por testiculo e por grama de testiculo em cada animal, obtendo-se o indice

leydigossomatico, cuja férmula é:

ILS = vicl x 100
PC
Onde:

ILS = indice leydigossomatico
vtcl = volume total de células de Leydig

PC = peso corporal

4.4.8. Niveis de testosterona

As concentragdes de testosterona no plasma dos saguis foram realizadas em
laboratério  independente que executou a analise pela técnica de

quimioluminescéncia (Immulite, Siemens®).

4.5. Analise estatistica

Os dados foram previamente analisados quanto a média, desvio padrao, erro
padrdo e analise de variancia para contagens celulares na verificacdo da evolugao
do processo espermatogénico (Student-Newman-Keuls). Os dados obtidos foram
expressos como média + EP (p<0,05). Em alguns casos, quando possivel, foi
aplicado o teste de correlagdo e o intervalo de confiangca proposto para p<0,05

segundo a fungao estatistica do programa GraphPad Prism 6.
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5. RESULTADOS

5.1. Biometria e indice gonadossomatico

O peso corporal médio dos animais estudados foi préximo a 370g (Tabela 3),
variando entre 323,7 e 413,7 g, dentro de uma faixa considerada normal para as
espécies progenitoras. Nao foi possivel determinar precisamente a idade dos
animais do presente estudo; porém; todos os nove animais eram sexualmente
maduros, ou seja, apresentaram espermatogénese completa. O peso testicular
médio foi de 682,7mg (Tabela 3). Esses animais apresentaram indice
gonadossomatico (IGS) médio de 0,37% (Tabela 3).

TABELA 3. Biometria e histometria do testiculo de saguis sexualmente maduros.

Parametro Média + EP
Peso corporal (g) 368,7 £ 14,9
Peso testicular (mg) 682,7 £ 125
Testiculo direito 778 +149,3
Testiculo esquerdo 587,4 £ 100,7
indice gonadossomatico (%) 0,37 £ 0,04

Proporgao volumétrica (%)

Total de tubulos seminiferos 87,1+0,9
Tunica propria 5,8+0,1
Epitélio seminifero 74,1+ 1
Lume 7,2+0,8
Espaco Intersticial 12,9+0,9
Células de Leydig 1,4+0,2
Tecido conjuntivo 10,9+0,7
Vasos sanguineos 0,6 £0,1
Didmetro tubular (um) 228+4,4
Altura do epitélio seminifero (um) 86+ 3,3

Comprimento de tubulo seminiferos (m)
Por grama de testiculo 19,9+ 0,6
Total por testiculo 11,8 £ 1,90
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5.2. Analise morfométrica dos testiculos

5.2.1. Proporgées volumétricas (%) e volume dos componentes testiculares

Pode ser observado que, em média, os tubulos seminiferos dos saguis
hibridos ocuparam aproximadamente 87% do parénquima testicular (Tabela 3).
Deste total, quase 85% ¢€ representado pelo epitélio seminifero, enquanto que
aproximadamente 7% é composto de tunica prépria, e os restantes 8% de lume
tubular. Ja no compartimento intertubular (~13%), as células de Leydig preencheram
aproximadamente 11%, enquanto o tecido conjuntivo ocupou a maior parte (84%),
ficando o restante (5%) preenchido por vasos sanguineos (Figura 7). Através de
andlise estatistica, foi observado que as células de Leydig apresentaram uma

correlagcdo positiva e significativa em relagdo ao volume ocupado pelos vasos

sanguineos (r=0,9286) (Figura 8).

Figura 7. Seccao transversal de tubulo seminifero em saguis hibridos apresentando
setas, (A) vasos sanguineos e (B) células de Leydig.
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Figura 8. Correlagcdo entre a propor¢cado volumétrica das células de Leydig e a
proporgao volumétrica dos vasos sanguineos.

5.2.2. Diametro tubular, altura do epitélio seminifero e comprimento total dos

tubulos seminiferos

Os valores apresentados na tabela 3 em torno de 228um e 86um foram
observados para o didmetro dos tubulos seminiferos e altura do epitélio seminifero,
respectivamente. Assim, os valores obtidos do calculo do volume liquido testicular
multiplicado pelo percentual de tubulos seminiferos nos mostra uma média de 11,8 e
19,9 m de tubulos seminiferos encontrados por testiculo e por grama de parénquima
testicular, respectivamente. O comprimento tubular total por testiculo correlacionou
significativamente com peso testicular (r=0,95) e volume tubular (r=0,95). Para o
indice gonadossomatico (r = 0,52) ndo houve significancia na correlagdo, uma vez
que o peso corporal apresentava ampla variagdo em relagédo ao comprimento total

de tubulos seminiferos por testiculo (Figura 9).
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Figura 9. Correlagéo positiva do comprimento total de tubulos seminiferos (CTTS)
com o peso testicular, em g (A); com o volume tubular, em uL (B); e
negativa com o indice gonadossomatico, em % (C).

5.3. Contagens celulares e quantificagcao da espermatogénese

5.3.1. Populagées e razées celulares

Os numeros corrigidos das células germinativas e células de Sertoli, obtidos
a partir do estadio 1 do ciclo de epitélio seminifero, sdo apresentados na tabela 4
com os respectivos valores médios de células espermatogénicas e de nucléolos de
células de Sertoli; ja na tabela 5, encontram-se as razdes obtidas entre estes tipos

celulares no estadio 1 do CES.
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TABELA 4. Numeros corrigidos' de células germinativas e de nucléolos de célula de
Sertoli por secgao transversal de tubulo seminifero no estadio 1 do ciclo
do epitélio seminifero.

Parametro Média + EP
Espermatogdnia do tipo A1 10,9 + 1,66
Espermatdcito primario em paquiteno 40,4 + 4,30
Espermatide arredondada 81,3 £ 6,41
Nucléolo de célula de Sertoli 8,70 £ 0,66

" Corrigido segundo Amam, 1962.

Condizente com a tabela 5 observa-se o indice de células de Sertoli (Ar/S)
como padrao da eficiéncia da célula de Sertoli, o indice meibtico (Ar/P) como
eficiéncia da meiose, o rendimento espermatogonial (P/A1) como o coeficiente de
eficiéncia de mitoses espermatogonial e, por ultimo, o rendimento geral (Ar/A1) como

o resultado final da espermatogénese.

TABELA 5. Razbes entre numeros celulares corrigidos obtidos no estadio 1 do ciclo
de epitélio seminifero.

Parametro Média = EP
indice de células de Sertoli (Ar/S) 9,6 +0,95
indice meiético (Ar/P) 2,0+0,13
Rendimento espermatogonial (P/A1) 3,7+0,63
Rendimento geral (Ar/A1) 8,3+ 147

Espermatogbnia tipo A1 (A1), espermatécitos em paquiteno (P), espermatides
arredondadas (Ar) e células de Sertoli (S).

5.3.2. Numero e eficiéncia da célula de Sertoli

Obtido o comprimento total de tubulos seminiferos e o numero corrigido de
células de Sertoli por seccao tubular no estadio 1, estimou-se o numero médio de
células de Sertoli por testiculo e por grama de parénquima testicular. Destarte, na
tabela 6, o numero de célula de Sertoli por testiculo e por grama de parénquima
testicular em saguis hibridos foi de aproximadamente 32 e 58 milhdes,

respectivamente.
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TABELA 6. Numeros de células de Sertoli (x10°) no testiculo de saguis hibridos
sexualmente maduros.

Parametro Média £ EP
Numero de células de Sertoli por grama de testiculo 578+44
Numero de células de Sertoli por testiculo 32,1+49

O numero total de células de Sertoli, por testiculo correlacionou-se
significativamente com peso testicular (r=0,7) e com volume tubular (r=0,7), néo

apresentando correlagao significativa com o peso corporal (r=0,43) (Figura 10).
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Figura 9. Correlacdo do numero de células de Sertoli com o peso testicular, em g

(A); com o volume tubular, em pL (B); e auséncia de correlagdo com o
peso corporal, em g (C).
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5.3.3. Morfometria, populagao das células de Leydig, indice leydigossomatico

Por meio das analises dos dados morfométricos dos testiculos dos saguis
hibridos, foram tomados como pontos fundamentais de referéncia, o volume
ocupado pelas células de Leydig no testiculo e o volume individual celular. Isto posto,
a tabela 7 mostra que cada célula de Leydig ocupa um volume de aproximadamente
323 pym?3, sendo o nucleo e o citoplasma responsaveis por cerca de 35% e 65%
deste volume, respectivamente. O numero de células de Leydig foi aferido em 29
milhées de células por testiculo, enquanto que exatamente 47 milhdes destas

células s&o encontradas por grama de parénquima testicular.

TABELA 7. Morfometria e numero de células de Leydig por testiculo e por grama de
testiculo em saguis hibridos sexualmente maduros.

Parametro Média £ EP
Didmetro nuclear (um) 59+0,16
Volume da célula de Leydig (um?) 323,1 + 34,25
Volume nuclear (um?3) 114,7 £ 9,19
Volume citoplasmatico (pm?3) 208,4 + 26,09
Numero de células de Leydig por grama de testiculo (x10°) 47 + 9,81
Numero de células de Leydig por testiculo (x10°) 29,4 £ 8,2

Dos Callithrix hibridos, 40% apresentaram valor entre 10 e 15 ng/mL de
testosterona sérica, e 60% tiveram seu valor abaixo da margem minima, ficando

entre 0,1-9 ng/mL (Figura 11).
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Figura 11. Niveis de testosterona no plasma de saguis hibridos sexualmente
maduros. Técnica de quimioluminescéncia (Immulite, Siemens®).

O volume de células de Leydig em correlagdo com o0s niveis séricos de

testosterona mostrou-se significativo (r = 0,8) (Figura 12).
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Figura 12. Correlacéo entre niveis séricos de testosterona e o volume das células

de Leydig dos saguis hibridos.
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6. DISCUSSAO

6.1. Peso corporal, biometria e analise morfométrica dos testiculos

6.1.1. Peso corporal e biometria testicular

Os valores obtidos para o peso corporal dos animais indicam que os mesmos
se encontravam dentro da faixa de peso considerada normal (300 a 450g) para
individuos adultos de C. penicillata e C. jacchus (HIRSCH, 2003 e STEVENSON &
RYLANDS, 1988).

No presente estudo, observou-se um coeficiente de variacédo (cv) de 55%
para o peso testicular (dados da matriz de cada peso testicular obtidos em gramas
dos nove saguis hibridos - dados nédo apresentados) dos saguis hibridos, mostrando
que a populagdo ndo € muito homogénea, tendo uma variabilidade ainda que
consideravel; porém, nao muito baixa para os dados em relacdo a meédia. No
Callithrix penicillata, um dos progenitores destes hibridos aqui estudados, constatou-
se um cv de ~25%, que evidencia que os hibridos do presente estudo sdo uma
populacdo menos estavel do que a populacao de C. penicillata utilizada nos estudos
do Leal & Franca (2006). Embora seja dificil classificar um coeficiente de variagcéao
como baixo, médio, alto ou muito alto, este pode ser bastante util na comparacao de
duas variaveis ou dois grupos que, a principio, ndo sdo comparaveis. De acordo com
Jhonson et al. (1981), a densidade volumétrica média do testiculo é de
aproximadamente 1,046g/mL e, em decorréncia deste fato, assumiu-se no presente
trabalho, o volume testicular em mililitros igual & sua massa em gramas. O peso dos
testiculos em saguis hibridos ndo sofreu variagcéo significativa entre os antimeros
(teste t de Student a 5%), confirmando o observado para todos os mamiferos ja
pesquisados (FRANCA & RUSSELL, 1998).

A simetria entre o peso testicular e o peso corporal em C. penicillata é
bastante préxima do citado para C. jacchus (FONSECA et al., 1996; WEINBAUER et
al., 2001), corroborando assim para uma semelhanga simétrica dos pesos testicular
e corporal nos hibridos aqui estudados, cujas duas espécies citadas séao
progenitoras, inferindo também a semelhangca do comportamento sexual dessa
trindade filogeneticamente préxima (NAGAMACHI et al., 1997). No entanto, estudos
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mais conclusivos sobre o C. penicillata e hibridos se fazem ainda necessarios, para
possibilitar melhor entendimento do comportamento sexual.

O indice gonadossomatico encontrado para saguis hibridos do presente
estudo (0,37%) foi aproximadamente de 5 e 20 vezes maior do que o observado
para primatas, como o homem (0,08%) e o gorila (0,02%), respectivamente (HALL-
CRAGGS, 1962; JOHNSON et al., 1980; FRANCA et al., 2002). Certamente, este
aspecto ecoa na intensidade de competicdo espermatica relativamente baixa
observada para o homem e o gorila, por exemplo, em contraste com o macaco
rhesus e M. fascicularis (IGS = ~0,75%) que sdo promiscuos ou poligamicos
femininos. Estas duas espécies de primatas apresentam comportamento sexual
monogamico ou poligamico masculino de dominancia, que pleiteiam pouca
competicao espermatica (SHORT, 1997; FRANCA et al., 2002). O C. penicillata com
IGS de 0,36% (LEAL & FRANCA, 2006) esteve bastante aproximado dos saguis do
presente estudo.

O indice gonadossomatico (IGS) varia grandemente em mamiferos. Em
trabalhos (revisdo em KENAGY & TROMBALUK, 1986) envolvendo mais de 130
diferentes espécies de mamiferos, o IGS pode variar de 0,01% em baleias a 8,4%
no roedor Tatera afra. Os mesmos autores tratam que espécies com menor peso
corporal alocam maior percentual de massa corporal para tecido testicular,
proferindo assim, mais energia para este 6rgdao e, de modo consequente, para a
reproducdo. O comportamento sexual desses saguis também é relacionado com o
tamanho do testiculo, consoante com a literatura. Em conformidade com alguns
pesquisadores (KENAGY & TROMBLUK, 1986; SHORT, 1997), pelo fato da
competi¢do ser por maior quantidade de sémen depositado no trato genital feminino,
as espécies que exprimem comportamento sexual promiscuo ou poligdmico
feminino, como acontece com varios machos que cruzam com a mesma fémea, num
mesmo ciclo estral, tendem a apresentar testiculos relativamente maiores do que
aquelas espécies que sdao monogamicos ou poligamicos masculinos. O valor
encontrado para o IGS dos saguis hibridos (0,37%) aqui estudados reforga que os
saguis hibridos devem possuir um comportamento poligamico feminino.

Em um todo, nos mamiferos investigados até o presente momento, o
percentual do testiculo ocupado pela tunica albuginea mais mediastino testiculares
fica em torno de 10% (AMANN, 1970; FRANCA & RUSSEL, 1998). Isto posto que o

percentual de aproximadamente 7%, avaliado para saguis, encontra-se ligeiramente
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abaixo desta faixa, sendo, no entanto, aproximadamente 2,5 vezes menor que o
valor encontrado para o homem (JOHNSON et al., 1980; LEAL & FRANCA, 2006).

6.1.2. Analise morfométrica dos testiculos

O compartimento tubular ocupa a maior parte do testiculo, exercendo, assim,
grande acgao sobre o peso testicular e a produgcado espermatica (AMANN, 1970a).
Apesar disso, variacdo consideravel é observada no percentual ocupado pelos
tubulos seminiferos no testiculo de diferentes espécies de mamiferos. Para uns dos
progenitores dos saguis (C. penicillata), o percentual ocupado pelos tubulos
seminiferos foi de ~92% (LEAL & FRANCA, 2006), encontrando-se no patamar mais
elevado para os mamiferos ja investigados (ALMEIDA, 2002). O mesmo n&o se deu
para os saguis hibridos que obtiveram um valor de ~85% de tubulos seminiferos. O
C. penicillata possui a propor¢gao mais elevada de tubulos seminiferos dentre os
poucos primatas investigados, sendo aproximadamente 50% e 10% maior do que o
observado para o homem e M. fascicularis, respectivamente (JOHNSON et al., 1980;
ZHENGWEI et al., 1997).

A eficiéncia de produgdo espermatica entre as varias espécies observadas
compde um dos principais fatores, a propor¢cdo entre os compartimentos tubular
(espermatogénico) e intertubular (esteroidogénico), sendo bastante variavel em
mamiferos (FRANCA & RUSSEL, 1998; GODINHO, 1999; NEVES, 2001; ALMEIDA,
2002).

Dos trés padrbes observados para o arranjo e a proporgao dos elementos
constituintes do espaco intertubular na reviséo bibliografica (FAWCETT et al., 1973),
os saguis do presente estudo enquadrou-se no padrdo Il, onde espécies que
apresentam grupos de células de Leydig espalhadas em abundante tecido
conjuntivo frouxo e drenado por um vaso linfatico localizado central ou
excentricamente no espaco intertubular. Em capivaras foram observados padrdes do
tipo | e Il (PAULA, 1999), denotando que a classificacdo de Fawcett esta ainda em
aberto. Para o C. penicillata o arranjo do espacgo intertubular observado (LEAL &
FRANCA, 2006) enquadra na classificagao do tipo Il citado por Fawcett et al. (1973),
juntamente com os saguis hibridos aqui trabalhados.

A comegar da divergéncia dos padrbes acima descritos, fica notadamente

evidenciado que existem ampla variacdes com relacdo a quantidade de células de
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Leydig e também com a disposicdo de vasos/espacos linfaticos nos testiculos de
mamiferos. A despeito de existir ainda pouco conhecimento a respeito das
implicacdes fisioldgicas destas variagdes, Fawcett et al., (1973) indagaram que as
mesmas estariam provavelmente associadas com a habilidade dos vasos linfaticos
de mover para fora dos testiculos materiais vascularmente secretados, e manter as
concentragcdes adequadas de andrégenos no testiculo e nos vasos sanguineos. Esta
especulacdo é também uma hipotese para tentar transpassar o fato de que os
capilares sanguineos testiculares ndo sao fenestrados como ocorre em outras
glandulas endocrinas (FAWCETT et al.,, 1973). Ainda que ndo se compreenda a
razao pela qual a organizagcdo dos vasos/espacos linfaticos e células de Leydig
apresentam variagbes tdo enfatizadas nas diversas espécies de mamiferos, os
resultados observados para roedores investigados até o presente momento propdem
que a filogenia aparenta representar um importante papel na determinagdo do
arranjo arquitetdbnico dos mesmos. Entretanto, mais estudos se fazem necessarios
para inteirar-se da razao destas variagdes morfofuncionais. A correlagédo positiva e
significativa observada entre o volume ocupado pelas células de Leydig e o volume
ocupado pelos vasos sanguineos no presente trabalho com saguis hibridos pode ser
um importante indicativo do que se passa funcionalmente no compartimento
intertubular.

Devido ao fato do diametro tubular variar em funcdo de uma série de fatores,
0 mesmo €é um parametro especificamente utilizado como indicador de
funcionamento espermatogénico em averiguacdes envolvendo a funcao testicular.
Desta forma, podemos citar estudos versados no desenvolvimento testicular com o
objetivo de se determinar o periodo de estabelecimento da puberdade e maturidade
sexual (época em que ocorre a estabilizagdo no diametro tubular) (ATTAL &
COUROT, 1963; GODINHO & CARDOSO, 1979; FRANCA et al., 2000),a agado dos
fatores sazonais na espermatogénese (HOCHEREAU-DE REVIERS & LINCOLN,
1978; BERNDTSON et al.,, 1983; PARREIRA & CARDOSO, 1991), os efeitos da
idade avancada (JONES & BERNDTSON, 1986; PAULA & CARDOSO, 1994,
NIPKEN & WROBEL, 1997), analises experimentais e toxicolégicas (RUSSELL et
al.,, 1993) e alteragbes no processo espermatogénico devido a problemas
cromossémicos (CLOSE et al., 1996; NEVES et al., 2002).

O valor encontrado nos saguis hibridos do presente estudo foi de 228um. Em

algumas espécies de marsupiais, o valor encontrado para o didmetro tubular médio
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pode chegar a 550um (WOOLLEY, 1975); nos amniotas ja investigados, o valor
encontrado foi de 160 a 350um (ROOSEN-RUNGE, 1977; SETCHELL et al., 1994).
Na investigacdo para o sagui-de-tufos-pretos (C. penicillata), o diametro tubular
médio encontrado foi de aproximadamente 260um (LEAL & FRANCA, 2006).
Diversos parametros contribuem para a constituicdo do diametro tubular, dentre os
quais podem ser mencionados o numero de camadas de células midides, que
constituem a tunica prépria; o tamanho e a eficiéncia das células de Sertoli,
responsaveis pela altura do epitélio seminifero; e a secreg¢ao de fluidos pela célula
de Sertoli, que, em ultima analise, determina o tamanho do lume tubular. Esses
elementos citados podem diferenciar consideravelmente nas diferentes espécies de
mamiferos (FRANCA & RUSSELL, 1998) e ainda dentro de linhagens ou ragas de
uma mesma espécie (FRANCA & RUSSELL, 1998; AVELAR et al., 2004). O
didmetro tubular médio observado para os saguis hibridos do presente trabalho
(228um) foi relativamente proximo do valor encontrado para os saguis C. jacchus e
C. penicillata (~280um) por HODGES & HEARN (1977) e LEAL & FRANCA (2006),
respectivamente. Entretanto, em trabalho prévio com C. penicillata (GUERRA &
GODINHO, 1984a) o valor encontrado para este parametro foi aproximadamente
30% menor (~180 pm). Esta diferenga deveu-se, provavelmente, ao fato do material
deste trabalho ter sido incluido em parafina. Dessa forma, s6 podemos validar em
estudos de comparagbes se as condicdes de preparacdo do material forem
semelhantes.

Do peso testicular, do didametro tubular e do volume de tubulos seminiferos no
testiculo, obtemos o valor do comprimento total dos tubulos seminiferos. O peso
deste 6érgéo varia nas distintas espécies de mamiferos, tornando-se sem acepgéao
discutir o valor deste parametro. Ainda assim, podemos utilizar um ponto de
referéncia unitario de peso bem como o valor por grama de testiculo, o que torna
possivel comparar as diferentes espécies. Assim, considerando que a variagao
expressiva pode ocorrer para o comprimento tubular entre os mamiferos, podemos
citar dois exemplos que divergem, como o marsupial Antechinus stuartii que
apresenta seis metros de tubulos seminiferos (WOOLEY, 1975) e o jumento Péga
com 22 metros de tubulos por grama de testiculo (NEVES, 2001). A resultante da
variacao no didametro e no volume ocupado pelos tubulos seminiferos no testiculo
constitui esta grande diferenga acima citada. A titulo de exemplo, & esperado que

um maior didmetro tubular implique em menor comprimento tubular por grama de
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testiculo em uma dada espécie. No geral, de 10 a 20 metros de tubulos seminiferos
por grama de testiculo é observado na maioria dos mamiferos ja investigados
(AMANN, 1970a; YADAV & SHARMA, 1994; FRANCA & RUSSELL, 1998). O
mesmo se deu para os saguis hibridos do presente estudo com um valor
aproximado de 20 metros, corroborando as referéncias anteriormente citadas ao se
tratar do menor didmetro tubular (228um) em relagdo a um maior comprimento
tubular nos saguis hibridos. O mesmo se da para o C. penicillata com 256um de
didmetro tubular em relagdo ao menor comprimento de tubulos seminiferos (18
metros), ambos, apresentando parametros relativamente altos para maioria dos

mamiferos.

6.2. Contagens celulares e quantificagdo da espermatogénese

6.2.1. Populacao e razées celulares

A estabilidade entre proliferacdo e apoptose exerce uma fungdo muito
importante na regulagdo do numero de células espermatogénicas no epitélio
seminifero. Principalmente na fase espermatogonial, o recurso homeostatico de
regulacédo de apoptoses é visto como densidade-dependente, limitando a quantidade
de células germinativas que entram na fase meidtica a um numero que possa ser
suportado pelas células de Sertoli disponiveis (HUCKINS, 1978; DE ROOIJ & LOK,
1987; SHARPE, 1994; DE ROOIlJ, 1998). Assim, este recurso de regulacao
numeérica das ceélulas germinativas pode ser representado como uma competi¢cao por
fatores de crescimento ou outros fatores importantes para o avango destas células
durante a espermatogénese (JACOBSON et at., 1997). Conforme o estado e a
maneira de degeneracdo das células germinativas serem espécie-especificas, de
maneira geral, apoptoses ocorrem durante as divisbes mitéticas e meidticas
(ROOSEN-RUNGE, 1973). O mesmo autor nos conta que mesmo as espécies com
um alto numero na produgao espermatica, as perdas celulares que sucedem durante
as divisbes espermatogoniais podem ser notoriamente altas. Enfatizamos em
observagdes com peixes teledsteos (MATTA et al., 2002) e em mamiferos que as
células pertencentes a um mesmo clone (interconectadas por pontes celulares)

podem suportar sua apoptose de maneira isolada (HAMER et al., 2003).
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A eficiéncia das células de Sertoli € a quantidade de espermatides
arredondadas sustentada por cada célula de Sertoli e que, foi observado em
Callithrix penicillata (LEAL & FRANCA, 2006) um valor pouco acima de 2,5 vezes
maior do que o valor observado para a espécie humana (FRANCA et al., 2002) ja
para saguis hibridos, esse valor obteve 1,2 vezes maior em relacdo ao Callithrix
penicillata e 3,2 vezes maior do que no homem respectivamente citados. Condizente
com a tabela 5, quando comparada aos saguis do presente estudo e um dos seus
progenitores observamos uma contiguidade entre os mesmos e, quando comparado
a outros mamiferos ja investigados neste aspecto, o numero de espermatides
arredondadas por célula de Sertoli encontrado para Callithrix penicillata (8,0 + 0,4 -
LEAL & FRANCA, 2006) e para os saguis hibridos (9,6 + 0,95, presente estudo)
encontram-se em uma escala intermediaria. Este indice, como densidade-
dependente, € relatado como um mecanismo adaptador da populacdo de células
germinativas e denomina-se, também, a eficiéncia da célula de Sertoli, sendo um
bom indicativo da eficiéncia espermatogénica desses animais hibridizados, uma vez
que, apos o estadio 1, as espermatides se alongam e praticamente ndo sofrem
apoptose.

Para o homem, esse numero encontra-se na faixa de trés espermatides
arredondadas por célula de Sertoli (CLERMONT, 1963; RUSSELL, 1996; JOHNSON
et al., 1998; FRANCA et al., 2002). Embora os valores observados para o indice de
células de Sertoli no presente trabalho difiram significativamente em relagdo aos
observados para os seres humanos, isto ndo implica que o sagui hibrido seja um
excelente modelo experimental para estudos toxicoloégicos e comparativos
envolvendo varios aspectos da biologia reprodutiva dos primatas. Sendo o sagui
filogeneticamente proximo ao homem, e quanto a utilizagdo de certos roedores para
a maioria das pesquisas biomédicas, além do arranjo das associagdes de ceélulas
germinativas e, particularmente, da duragédo da espermatogénese de C. penicillata e
C. jacchus, nos estudos de Leal & Franga (2006), assim como os dados do presente
estudo para saguis hibridos, observa-se a existéncia de um padrdo semelhante ao
homem, sugerindo que esta espécie hibridizada pode representar um modelo
alternativo e experimental util para a realizacdo de estudos comparativos do
processo espermatogénico, particularmente investigacbes relacionadas com a
expansdo do uso de células-tronco espermatogbniais e a criagdo de ondas de

espermatogénese in vitro. Além disso, os resultados encontrados no presente
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estudo podem ser uteis para a pesquisa biomédica em que o transplante de
espermatogbnias e técnicas de enxerto testicular poderiam ser utilizados como
ferramentas para melhor compreender a fungao testicular afim de se preservar o
material genético da extingdo de populagdes de primatas.

Ao sabermos de quantas geragbes espermatogoniais possuem uma
determinada espécie podemos inferir fatores relacionados com a eficiéncia deste
tipo celular (Tabela 2 - Revisdo Bibliografica). A mesma tabela nos mostra em
achados literarios que normalmente existe uma grande perda celular (de 60 a 80%)
na fase espermatogonial, em relagdo ao numero teoricamente esperado (64
espermatécitos primarios para espécies que possuem 6 geragdes de
espermatogbnias e 32 para espéceis com 5 geragdes). Em grande parte das
espéceis de mamiferos ja investigados, tais como equino e coelhos 5 geragdes de
espermatogbnias sédo descritas, enquanto para roedores de laboratério (ratos e
camundogos), suinos, ruminantes e cao, existem 6 geragdes de espermatogbnias
difereniadas (A1-4; In; e B). Em primatas o menor numero de geragdes
espermatogbnias (duas) é encontrado no homem (SINHA-HIKIM et al., 1985?),
enquanto que no M. mulatta, M. fascicularis e M. arctoides sao encontradas cinco
geragdes (FRANCA et al., 2002). Para o C. jacchus filogeneticamente préximo ao C.
penicillata progenitores dos saguis hibridos aqui estudados possui a presenga de 4
geragbes espermatogdniais (MILLAR et al., 2000; WEINBAUER et al., 2001).
Conforme foi citado na seccao resultados, o presente trabalho ndo teve como
objetivo investigar a cinética espermatogbénial nos saguis hibridos, embora,
acreditamos que o numero de geragdes espermatogbniais nestes individuos seja
semelhante ao encontrado para o C. jacchus (MILLAR et al., 2000; WEINBAUER et
al., 2001). Certos autores reforcam que na familia Callitrichidae quatro geragdes de
espermatogdnias estdo presentes, uma vez que é considerado que este aspecto do
processo espermatogénico € provavelmente filogeneticamente determinado
(CLERMONT, 1972; FRANCA & RUSSEL, 1998; FRANCA et al., 2002). Em saguis
hibridos, cerca de 40 espermatdcitos primarios em paquiteno sdo produzidos, valor
este, acima da faixa observado para o C. penicillata (18,4/ LEAL & FRANCA, 2006)
e acima da faixa da maioria dos animais domésticos que € de 14,6 a 24, 8 (FRANCA
& RUSSEL, 1998). Entretanto, quando nos referimos a relagdao nas razbées dos
numeros corrigidos nos saguis hibridos, observamos um valor de 3,7 do rendimento

espermatogonial, valor este, pouco abaixo do estimado para o C. penicillata (7,3/
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LEAL & FRANCA, 2006) e pouco acima do valor observado em humanos (2,5/
SINHA-HIKIM et al., 19852). Esse valor nos diz uma apoptose espermatogonial de
~77% do esperado (16 espermatocitos em paquiteno para 4 geracbes
espermatogoniais) subentendendo que, ndo houve nenhuma anormalidade relavante
no rendimento espermatogonial nos saguis hibridizados em relagdo ao sagui e em
humanos. O rendimento geral da espermatogénese € a mensuracgao da eficiencia do
processo espermatogénico como um todo, sua confiabilidade, como indice de
estimativa da formacao de espermatozoides, € envasado no fato de que os extravios
durante o processo espermatogénico sao considerados pequenos e nao
significativos (AMANN, 1970; BERNDTSON, 1977; RUSSELL & PETERSON, 1984;
JOHNSON et al.,, 2000). A disponibilidade literaria para mamiferos cita que, de
maneira ecuménica, somente em torno de 15 a 30% dos espermatozoides
teoricamente esperados sédo produzidos (HUCKINS, 1978; FRANCA & RUSSELL,
1998; SWERDLOFF et al.,1998; FRANCA et al., 2000?). Considerando que o sagui
hibrido tenha quatro geracbes espermatogbniais, a perda celular foi
aproximadamente 87% ficando perto da maioria dos mamiferos ja investigados,
incluindo-se 0 homem cuja perda celular é de aproximadamente 80% do numero de
espermatides teoricamente esperados. Em contrapartida, essa perda celular para o
saguis hibridos foi de ~27% maior quando comparado a um dos seus progenitores o
C. penicillata (60% de perda celular/ LEAL & FRANGCA, 2006).

6.2.2. Numero de células de Sertoli

No presente trabalho, cerca de 58 milhdes de células de Sertoli foram
encontradas por grama de testiculo. De maneira geral, este valor estd pouco acima
do encontrado para a maioria dos mamiferos, ficando em torno de 17% maior do que
citado para o homem (FRANCA & RUSSEL, 1998; FRANCA et al., 2002). Ja o
numero de células por testiculo deixa em pauta uma diferenca dos hibridos aqui
estudados pelo método de morfometria tubular para os progenitores C. jacchus que
utilizou citometria de fluxo (WEINBAUER et al., 2001) e o C. penicillata (LEAL &
FRANCA, 2006) que utilizou morfometria tubular, sendo 32, 17 e 18 milhdes de
células de Sertoli por testiculo, respectivamente, merecendo ser ressaltado que o
peso testicular em ambas as espécies progenitoras foi muito préximo. Para o

presente hibrido, este valor foi cerca de 21% maior que seus progenitores. Este
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valor também ¢é evidenciado na literatura por dados bastante discrepantes para uma
mesma espécie, principalmente pelo fato de diferentes metodologias serem
empregadas para obtencdo de tais valores (RUSSEL et al., 1990b; FRANCA &
RUSSELL, 1998). Em ratos, por exemplo, espécie mais investigada para este
parametro, o valor encontrado para o numero de células de Sertoli varia cerca 350%
(RUSSEL & FRANCA, 1995). Portanto, é recomendavel que somente dados obtidos
com metodologias semelhantes sejam comparados.

As interagbes entre células de Sertoli e as células germinativas sao de vital
importancia para a manutencdo da produgdo espermatica normal (GRISWOLD,
1995). Concomitante, o numero total de células de Sertoli por testiculo é o principal
elemento na determinagcdo da produgdo espermatica e no tamanho do testiculo
(FRANCA et al., 1995) sendo a populagao desse tipo celular estavel ao longo dos
diferentes estadios do ciclo, partindo-se da inferéncia do calculo feito por Francga,
(1991) e Neves, (2001). A célula de Sertoli para cada espécie possui uma
capacidade de suporte de células germinativas relativamente fixa, uma vez que sua
populagdo ndo aumenta apds a puberdade e ao longo dos diferentes estadios do
ciclo do epitélio seminifero, sendo este numero determinado durante o periodo pré-
pubere (ORTH, 1993; FRANCA et al.,, 2000) servindo de parametro para se
quantificar e avaliar funcionalmente o processo espermatogénico de uma dada
espécie (STEINBERGER, 1971; ORTH, 1982; RUSSELL & PETERSON, 1984;
ORTH et al., 1988; FRANCA & RUSSEL, 1998; FRANCA, et al., 1999).

6.2.3. Morfometria, populagcao das células de Leydig, indice leydigossomatico e

niveis de testosterona

O epitélio seminifero compde-se por geragdes de células germinativas
suportadas por células de Sertoli com fungdes na conducdo e manutengdo do
processo espermatogénico (RUSSELL et al., 1990), Os efeitos enddcrinos na
espermatogénese sdo, em sua maioria, através de acdes indiretas nas células de
Sertoli (PARKS et al., 2003). O perfeito funcionamento da célula de Sertoli depende
de inumeras interagdes, enddcrinas, paracrinas e de relagdes celulares, dentre elas
as interagdes fisicas e paracrinas com as células germinativas (YE et al., 1993;
BOUJRAD et al., 1995; CAVICCHIA et al., 1998), células peritubulares (DHYM, 1994;
PARKS et al., 2003), destacando-se as células de Leydig (LEJEUNE et al., 1998;
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MENDIS-HANDGAMA & ARIYARATNE, 2001). Os diferentes arranjos e relagdes
quantitativas entre os componentes do espaco intertubular, influenciam diretamente
na espermatogénese, bem como na liberagcdo da testosterona, na corrente
sanguinea (RUSSELL, 1996). E sabido que o volume individual destas células é
bastante variado nas diferentes espécies de mamiferos. Dados na literatura indicam
que o volume individual da célula de Leydig pode variar de ~400um?* em ovinos e
javalis (LUNSTRA & SCHANBACHER, 1998; ALMEIDA, 2002) e ~500pm® em
equinos (JOHNSON & NEAVES, 1981), estando o valor observado para a maioria
dos mamiferos investigados situados na faixa compreendida entre 1000 e 2000pum?
(ALMEIDA, 2002). Entretanto, o volume individual das células de Leydig encontrado
em saguis hibridos foi abaixo do esperado no patamar intermediario observado para
a maioria dos mamiferos ja estudados, sendo 77% abaixo do C. penicillata (LEAL &
FRANCA, 2006) e muito inferior ao valor médio (~3000um?) citado para a espécie
humana (MORI, 1980; KALER & NEAVES, 1978; SINHA-HIKIM et al., 1987).
Corroborando com esses valores volumétricos das células de Leydig para saguis
hibridos os mesmo apresentaram concentracdes de testosterona abaixo da média
observada em saguis do género Callithrix sp., embora esse valor encontre-se
consideravelmente dentro da margem minima das espécies progenitoras.
Possivelmente, a baixa de testosterona esta relacionada com a baixa no volume, em
pm?3, das células de Leydig. A imprescindibilidade de testosterona para a produgao
espermatica e para manter os niveis periféricos de andrégenos pode estar
associado com o tamanho do compartimento de células de Leydig. Entretanto, de
acordo com alguns pesquisadores (FAWCETT et al.,, 1973; RUSSELL, 1996), a
maior quantidade de células de Leydig, em algumas espécies, pode estar
relacionada com a sintese de outros tipos de esterdides que nao testosterona-
ferombnios ou substancias com algumas outras fungdes ainda indefinidas.
Corrobora citar ainda que inumeros fatores possam influir na quantidade necessaria
de células de Leydig por animal, dentre os quais podem ser destacados: a
quantidade de LH disponivel;, os numeros de receptores de LH por célula; a
quantidade de testosterona que a célula de Leydig € capaz de secretar em um dado
tempo; a velocidade pela qual a testosterona deixa o testiculo via vasos linfaticos,
vasos sanguineos e fluido seminal; o volume sanguineo do animal; e a taxa de
metabolismo da testosterona (RUSSEL et al., 1994; RUSSEL, 1996). Assim,

podemos colocar que o numero total de células de Leydig por testiculo nos saguis
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hibridos foi quatro vezes maior que os valores encontrados para o C. penicillata
(LEAL & FRANCA, 2006) dando um importante parametro de discussao sobre o
numero de células de Leydig com o aumento do parénquima testicular também
estando relacionado com produgao de testosterona, uma vez que a significancia do
volume de células de Leydig em correlagdo aos niveis séricos de testosterona foi
significativo (r=0,8), embora seja sabido que as células de Leydig sdo as principais
responsaveis pela producao de esterdides, essa correlagdo positiva entre o numero
total de células de Leydig no testiculo e a concentragdo de testosterona foi
anteriormente encontrada em coelhos (Castro et al., 2002). No entanto, ndo se sabe
ainda a razao da enorme variagdo observada para o percentual ocupado por estas
células no testiculo. A estrutura correlacionada com a fungao das células de Leydig
em estudos com varias espécies de mamiferos mostraram que variagdes na
secrecao de testosterona resultam mais da capacidade individual desta célula em
secretar testosterona do que de diferengas do volume total das mesmo no testiculo
(EWING et al., 1979) Esta capacidade estd altamente correlacionada com a
quantidade de reticulo endoplasmatico liso presente na célula de Leydig (ZIRKIN et
al., 1980).

Considerando que os saguis hibridos do presente estudo estavam em estado
aparentemente normal (peso, inspecgao clinica, valores hematolégicos e bioquimicos)
e que a coleta do plasma sanguineo ocorreu no limiar minimo do pico sérico para C.
penicillata e C. jacchus, estes resultados sugerem que a hibridacdo pode interferir
nos niveis de testosterona em uma parte da populagdo, embora a reproducéo seja
mantida nos grupos, o que € evidenciada pela presenca de filhotes. Podemos avaliar
que o volume nuclear das células de Leydig em saguis hibridos (~115um?) nao ficou
tdo abaixo da média na maioria dos mamiferos ja investigados (150-250um?3)
mostrando que a relacdo da capacidade individual desta célula em secretar
testosterona pode estar relacionada com a quantidade de reticulo endoplasmatico
liso presente na célula de Leydig e ndo com volume total das células de Leydig
(RUSSEL, 1996; FRANCA & RUSSELL, 1998).

Em relagdo ao homem, o maior numero de células de Leydig por grama de
testiculo nos saguis hibridos deve-se principalmente ao menor tamanho desta célula,
embora deva ser ressaltado que os dados disponiveis na literatura para a espécie
humana sao muito variados. Na tabela 8, também se pode observar uma

comparagao mais ampla entre o sagui hibrido, seu progenitor e o homem, em
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relacdo a diversos parametros considerados importantes ou ilustrativos da fungéo

testicular e biologia reprodutiva destas trés espécies de primatas.

TABELA 8. Biometria e morfometria comparada de dados obtidos para o sagui
hibrido (C. penicillata com C. jacchus) (presente estudo), Callithrix
penicillata, C. e o homem.

Parametro Hibrido C. penicillata* Homem™*
Peso Testicular (g) 0,6 0,5 17
indice gonadossomatico (%) 0,37 0,36 0,08
Tubulos seminiferos (%) 87,1 92 62
Comprimento de TS (m) 11,8 8,9 -
indice meiotico" 2 3,4 1,3
Ne cél. Sertoli (g/test. x 108) 57,8 35 49
N° Ar/S 8,7 8 3
Rendimento geral 8,3 25 3.2
Célula de Leydig (%) 1,4 2 3.1-15.7
Vol. individual cél. Leydig (um?) 323 1400 2940-4300
N° cél. de Leydig (g/test. x10°) 47 14 °

*Dados extraidos da literatura, ver Leal, M. C., 2005. **Dados extraidos da literatura, ver
Clermont, 1963; Russell, 1996; Johnson et al., 1998; Francga et al., 2002.

'Numero de espermatides arredondadas por espermatocitos primario. TS — Tubulo seminifero.
S- Sertoli. Test- Testiculo. g- grama. m- metros. Ar- Espermatides arredondadas.



7. CONCLUSOES

Esse é o primeiro estudo a descrever a espermatogénese e quantificar os
numeros de ceélulas germinativas e células de Sertoli em saguis hibridos. No atual
trabalho, a composigao celular do ciclo do epitélio seminifero desses saguis hibridos
€ muito semelhante a relatada para seus progenitores e para humanos.

O alto numero de apoptoses de células germinativas na fase espermatogonial
pode estar relacionado com as estratégias reprodutivas e com o comportamento
sexual devido a competicdo espermaticas. A apoptose também podem estar
relacionada com o tamanho do testiculo dos saguis hibridos, sugerindo tanto para os
progenitores (C. jacchus e C. penicillata) quanto para os individuos hibridos dos
mesmos um comportamento sexual prodominantemente promiscuo ou poligdmico
feminino, uma vez que o indice gonadossomatico teve uma proporc¢ao elevada para
o hibrido e seus progenitores (~0,4%), bem maiores que aquelas espécies de
comportamento monogamico ou poligamico masculino de dominancia.

Ao se tratar da densidade volumétrica (%) dos diferentes componentes do
testiculo, o valor ocupado pelos tubulos seminiferos foi de ~87%, em consoante aos
padrées mais elevados para as espécies de mamiferos estudados. Os valores
médios observados para diametro tubular (~230um) e comprimento tubular
(~20metros) por grama de testiculo, encontram-se no limiar da faixa média
observada para a maioria dos mamiferos ja investigados.

Grande numero de célula de Sertoli por grama de testiculo foi encontrado
para os saguis hibridos (~58 milhdes) assim como humanos (~49 milhdes). Para os
progenitores C. jacchus e o C. penicillata o valor foi de ~35 milhdes, encontrando-se
dentro dos padrdes intermediarios para a maioria dos mamiferos ja investigados.

Embora o valor encontrado para o volume individual da célula de Leydig
(~323um) tenha sido muito abaixo dos progenitores (~1400um), do homem (2940 —
4300um) e do observado para maioria dos mamiferos, o numero médio de células
de Leydig por grama de testiculo aumentou consideravelmente. O valor encontrado
para os hibridos foi de 47%, enquanto os progenitores apresentaram14% e o
homem 9%.

A correlagao positiva e significativa entre o volume de células de Leydig e as
concentragdes de testosterona nos saguis hibridos (r = 0,8) provavelmente reflete

esse maior numero de células de Leydig. As células de Leydig adultas e maduras
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dos saguis hibridos podem ser células menos diferenciadas, como indicam os
menores volumes nuclear e citoplasmatico, sugerindo que tais células estejam
atrasadas em seu desenvolvimento, mostrando um atraso no desenvolvimento
sexual desses animais. Este fato também pode ter relagcdo com o comportamento
sexual, uma vez que estes animais podem possuir certa hierarquia de dominancia
sobre machos alfa.

Como resultante da proximidade filogenética com a espécie humana, em
virtude dos modelos experimentais mais utilizados, tais como ratos e camundongos,
e com os impactos ecolégicos comprovados desses animais na natureza com
prescricao de serem tomadas medidas para sua retirada e alocados em recintos, os
saguis hibridos podem ser bastante uteis para se efetuarem estudos comparativos
entre estas duas espécies de primatas, principalmente nos mecanismos de
regulagéo do processo espermatogénico.

Os primatas mais utilizados em pesquisas do género Callithrix (6 espécies)
sdo o Callithrix jacchus e o Callithrix penicillata, com o C. jacchus como modelo para
pesquisas em estresse fisiologico, reproducdo, genética, morfologia, etologia,
virologia, parasitologia, cancerologia, teratologia, produgdo de vacinas, células
linfoblasticas e o C. penicillata como modelo para pesquisas em oftalmologia,
reprodugdo, malaria e leishmaniose.

Assim, os saguis hibridos dessas duas espécies que forem constatadas sob
‘impacto ambiental ou risco social’, e forem capturados e alocados em recintos
apropriados a ponto de ndo poderem mais voltar ao meio natural, poderao ser de
grande valia em pesquisas de meérito ético e social para a melhoria da saude

humana e suas adversidades.
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ANEXO |

Protocolo utilizado na inclusdao em resina (Historesin® Leica) e coloragao

com azul de toluidina:

Desidratagao:

Alcool 70% ............. 30 min. (pode ficar por tempo indeterminado)
Alcool 80% ............. 30 min.
Alcool 90% ............. 30 min.
Alcool absoluto ....... 30 min.
Alcool-resina........... 30 min.

Pré-Infiltracao e infiltragcao:

- Resina de infiltracdo nova

- Colocar resina para cobrir o corte
- Deixar na geladeira “overnight”
Preparo da resina de infiltracéo

100 ml de Historesin e 1g de catalisador (misturar)

Inclusao:

- Preparar a resina no momento de uso e manter em gelo.
- O volume de resina utilizada é de cerca de 0,5mL/bloquinho
- Preparo da resina de inclusdo: 15 mL de solucao infiliracao e 1mL de

endurecedor (sob refrigeragao).
Coloragao:
- Azul de toluidina: 1g
- Borax (Borato de Sédio): 1g

- Agua destilada: 100mL

v' TEMPO: 5 min. em imersdo e 10 min. em agua corrente.
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