FERNANDA DE FATIMA RODRIGUES DA SILVA

ESTUDO DO PROCESSO ESPERMATOGENICO EM SAGUIS-DA-CARA-
BRANCA (Callithrix geoffroyi) HUMBOLDT, 1812) ADULTOS

Tese apresentada a Universidade Federal de
Vigcosa, como parte das exigéncias do
Programa de P6s-Graduacdo em Medicina
Veterindria, para obtencdo do titulo de
Doctor Scientiae.

VICOSA
MINAS GERAIS — BRASIL
2019



Ficha catalografica preparada pela Biblioteca Central da Universidade
Federal de Vigosa - Campus Vicosa

T
Silva. Fernanda de Fatima Rodrigues da. 1988-

S586e Estudo do processo espermatogénico em

2019 saguis-da-cara-branca (Callithrix geoffroyvi) (Humboldt. 1812)
adultos / Fernanda de Fatima Rodrigues da Silva. — Vigosa. MG.
2019,

ix. 78 f. : 1l. (algumas color.) : 29 cm.

Orientador: Tarcizio Antoénio Régo de Paula.
Tese (doutorado) - Universidade Federal de Vigosa.
Inclui bibliografia.

1. Callithrix geoffiovi. 2. Primatas. 3. Espermatogénese em
animais. 4. Reproducio animal. I. Universidade Federal de
Vigosa. Departamento de Veterinaria. Programa de
Pos-Graduacdo em Medicina Veterinaria. IT. Titulo.

CDD 22. ed. 636.985




FERNANDA DE FATIMA RODRIGUES DA SILVA

ESTUDO DO PROCESSO ESPERMATOGENICO EM SAGUIS-DA-CARA-
BRANCA (Callithrix geoffroyi) ( HUMBOLDT, 1812) ADULTOS

Tese apresentada a Universidade Federal de
Vigosa, como parte das exigéncias do
Programa de Pés-Graduagdo em Medicina
Veterindria, para obtencdo do titulo de
Doctor Scientiae.

APROVADA: 22 de fevereiro de 2019.

// o gl iesler 74/ £

Fabricio Luciani Valente Fabiano Rodridues de Melo

i Y havs
‘ |
{ Lw\}w/
arli do/Carmo Cupertino Moacir CarrettafJunior

Tarcizio Angdnio Rego de Paula
rientador)



Dedico esta tese:

Aos que se tornaram familia,
Aos que nasceram familia
E aos que conheci antes de ontem.

Dedico tanto aos que me deixam louca,
Quanto aos que enlouqueco.

Aos que me criticam em tudo,
E aos que aturam minha “chatura”

Aos amigos que correm,
Aos amigos que contemplam.

Aos que me consideram muito,
E aos que, com razdo, fazem pouco.

Aos que conhecem o que penso,
E aos que s6 conhecem o que faco.

Aos que passam o dia comigo,
E aos que estdo todo o tempo em mim.

Esta tese €, sem duvida nenhuma, a soma de todos vocés.
E se ela nao foi melhor,
Foi por falta de memoria ou por cansaco.
Mas néo por falta de amigo.

(Adaptado de Primack e Rodrigues, 2001).



AGRADECIMENTOS

Todo o trabalho que levou a conclusdo desta tese ndo foi realizado apenas por mim, tive

muita ajuda e apoio durante todo processo... Sendo assim, tenho muito a agradecer:
Agradeco a Deus que me guiou até aqui;

A minha familia: meus pais, Maria das Gracas e Joao Gualberto, meu irmao Gustavo,
minha cunhada Vanessa e a tia Conceicdo que sempre estiveram ao meu lado, me

apoiando e ajudando no que fosse preciso;

A Universidade Federal de Vigosa e ao Programa de Pés-graduacio em Medicina

Veterindria, pela contribui¢do na minha formagao académica;

A Coordenacio de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior (CAPES) pelo suporte

financeiro;

Aos professores Moacir Carretta Jr, Fabiano de Melo, Fabricio Valente e Marli Cupertino
que aceitaram participar da minha banca contribuindo com essa importante etapa de

minha formagdo académica;

Ao professor Tarcizio, ndo apenas pela orientacdo durante o doutorado, mas por 14 em
2007 ter me aceitado como estagiaria no CETAS-UFV, que foi onde tudo comegou... todo
amor por fauna silvestre e por primatologia. Obrigada por sempre estar presente na vida

académica e profissional, sendo um exemplo a se admirar e a se seguir;

Ao professor Claudio Fonseca por toda ajuda e ensinamentos durante esses anos de

doutorado;

Aos professores Sérgio da Matta, Claudio Fonseca, Abelardo e Cidinha por terem cedido

a utilizagcdo de equipamentos que propiciaram o desenvolvimento deste trabalho;

Aos diversos funciondrios da UFV que ajudaram em alguma fase do desenvolvimento

deste trabalho;
A Rosi por ser a melhor secretdria que a veterindria podia ter;

A toda equipe do SEST-SENAT, IEMA, Parque da Manteigueiras e Zoo Park da

Montanha por todo apoio e auxilio durante as coletas;



Ao Moacir e a Ayisa, ndo apenas pela amizade, mas por terem a aberto a sua casa para
mim durante as viagens de campo. E terem fornecido todo apoio logistico durante os dias

de coleta;

A Milene e ao Vini por serem minha equipe de campo e de laboratério, por estarem ao
meu lado nos dias bons e nos dias ruins, por terem paciéncia comigo nos dias em que nem
eu mesmo tinha. Enfim, agradeco a vocés por ter conseguido chegar ao fim do

doutorado... sem voces dois, isso ndo seria possivel;

A toda equipe do REPAAS (Mayra, Leanes, Leticia, Lina, Moema, Marcelo, Milene e
Vini) por todos momentos compartilhados, amizade, apoio e ajuda durante esses dltimos

anos;

A todos que passaram pelo CEPAS-UFV pela ajuda no cuidado com os animais, pelas

conversas, pelo conhecimento aprendido e pela simples companhia;
A equipe do Projeto Aurita— UFV por todo aprendizado, macaquices e rocks;
Aos amigos de longe e de perto por todo apoio e torcida;

A Chiquinha por ser a responsdvel por despertar o amor pelos macacos e pela

primatologia;

E a todos os saguis, lobos, jaguatiricas, gatos e cachorros que passaram pela minha vida

nos ultimos anos. Todos vocés ajudaram a amenizar as tensdes e angustias do dia-a-dia.

Ficam aqui meus sinceros agradecimentos a todos voces!



SUMARIO

RESUIMOu.cciiiiienniicssssnnnicssssssnressssssssssssssssessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss vi
WX 011 1 viii
Revisao Bibliografica 1
PrIMatas. ...cc..eeeiiiieeee et sttt st 1
TESHCULO. ¢+ttt ettt e s e et e ettt e st e e sbteesabeesnbeeeas 5
ESPEIMAatOZENESE. ....eeeuviieiiiieiiiieeiie ettt ettt ettt et e e ibe e e sabeeesabee s 8
Espermatogénese em mamiferos...........cooouiiiriiiiniiiiiiiieniieeriteeiee e 9
RETEIEINCIAS. ....vvieeiiie ettt e et e st e et e e e aee e sbee e sseeesseeensseeenns 12
Artigo 1: Morfometria testicular e dos tibulos seminiferos de saguis-da-cara-
branca (Callithrix geoffroyi) adultos 20
RESUIMO. ...ttt e e et e e s et e e e s nbaeeeennnteeeeenns 20
110 40T L 1o 1o TP 20
MateriaisS € MELOAOS. ....ccovuriiiiieiiiie ettt ettt et e b e s e e sabaeesabeeenes 22
Resultados € DiSCUSSAO.......eeeuiiiiiiieiiiieeiieeeite ettt ettt et e e e s e eneeeens 24
COMNCIUSAOD. ...t euiteeeiiiee ettt ettt ettt e ettt e et e e et e e e bt eeestteesasaeessbeeensseeennseeennseennns 30
| (5313 1 163 PRSPPSO 30
Artigo 2: Morfofisiologia do tecido intertubular e das células de Leydig de
Callithrix geoffroyi adultos 35
RESUMO. ...ttt e e et e e e s te e e e e abbaeesennaeeeennns 35
INEFOAUGAO. ..ttt ettt et e e sab e et e e b e eaeeas 35
MateriaisS € MELOAOS. ....ccouuiiiiieiiiee ettt ettt e et e st eesbbeesabeeesabeeenes 37
Resultados € DiSCUSSAO. ......eeeruiieiiiieiiiieeiiee ettt ettt et e e sibeessaaeeeaaeeens 39
CONCIUSAOD. ..eeeutteeeiiieeeite ettt ettt et e ettt e ettt e et e e st e e sabeeessbeeesnsaeensseeensseeensseeesseennns 43
RETEIEINCIAS. ....vveeeiiiieciee ettt e s e st e e st e e sabeeenabee e e 43
Artigo 3: Rendimento intrinseco do processo espermatogénico e indices de
células de sertoli em saguis-da-cara-branca, Callithrix geoffroyi 48
RESUIMO. ... ettt e e e e e e et e e e e e e e e nreeaeeeeees 48
INEFOAUGAO. ...t 48
MateriaisS € MELOAOS. ....ccoouuiiiiiieeiiie ettt ettt ettt e et e e s e e sabeeesabeeeabeesabeeeas 50
Resultados € DiSCUSSAO.......eeeriiieeiiieiiiieeitie ettt sb et e e e sbeesenaeesnaeeeens 52
COMNCIUSAOD. ...t euvieeeiiieeette ettt ettt ettt e ettt e et e e e et e e st e e sateeeesbeeeensaeensseeensseeesseeesseesnn 59
RETEIEINCIAS. c...vvieeiiiieciiee ettt e et e st ee e s e e sabeeeabee e e 59

Artigo 4: Descricao dos estadios do ciclo do epitélio seminifero e caracterizacao
do seu arranjo topografico em saguis-da-cara-branca (Callithrix

geoffroyi) 64
RESUINIO. ... nnnnn 64
5113 40T L 1o 1o TSR SRRRPRRRRPR 64
MateriaiS € MELOAOS. ......ccceiiiiiieeiiie ettt e et e e e e e e e err e e e e earreeeeeareeaeas 66
Resultados € DISCUSSAO......c.uviiiieeiiiee ettt e et e e aa e e e aaa e e e e eaaaeaeeas 68
CONCIUSAOD. ..veieeiiiee ettt e e e ettt e e et e e e e e etaaeeeesaaaeeeeessaeeeeesnsseeeeansseaaans 76
REICICIICIAS. .. evvieiie i e e e e e e tab e e e e e e e e anrraneeeas 76



RESUMO

SILVA, Fernanda de Fatima Rodrigues da, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa,
fevereiro de 2019. Estudo do processo espermatogénico em saguis-da-cara-branca
(Callithrix geoffroyi) (Humboldt, 1812) adultos. Orientador: Tarcizio Antonio Régo de
Paula.

Estudos sobre a espermatogénese e as funcdes testiculares de diferentes espécies t€m um
importante papel em trabalhos de reproducdo com foco conservacionista, além disso
algumas espécies podem ser usadas em pesquisas relacionados a satide humana. O
processo espermatogénico dos saguis do género Callithrix, por exemplo, tem sido
descrito por alguns autores como sendo semelhante aquele observado no homem, e
devido a isso esses animais podem ser usados como modelo experimental em pesquisas
biomédicas envolvendo funcdes testiculares. Sendo assim, o objetivo deste trabalho foi
descrever e caracterizar diversos parametros relacionados ao processo de
espermatogénese para o C. geoffroyi. Para tal, utilizou-se fragmentos testiculares de cinco
animais adultos para confec¢ao e andlise de laminas histoldgicas. Os animais desse estudo
apresentaram peso corporal médio de 396 g, peso testicular de 603 mg, indices
gonadossomdtico de 0,15%, tubulossomatico de 0,14% e intertubulossomatico de
0,016%. Em comparagdo a outros primatas, apresentaram baixo investimento corporal
em massa testicular, e mais especificamente em tibulos seminiferos. Do mesmo modo,
observou-se baixo rendimento geral do processo espermatogénico (4,7%), que indicou
que ao longo do processo 95,3% do seu potencial produtivo foi eliminado ou deixou de
ser produzido. Esse reduzido investimento produtivo estd de acordo com o sistema de
acasalamento do tipo single-male (monogamia e poliginia), visto que nesta estratégia
reprodutiva a competi¢do pela prole ocorre no acesso a fémea e ndo através de competi¢ao
espermatica no interior dos 6rgdos reprodutivos femininos. O intertubulo testicular dos
saguis estudados apresentaram organizacao tipo II de Fawcett et al. (1973), similar ao
descrito para humanos e macacos rhesus. E de modo geral, os valores apresentados para
os parametros morfométricos quantitativos de células de Leydig sdo proximos aos
descritos para o C. penicillata, porém o indice leydigossomdtico encontrado para os
saguis-da-cara-branca estudados neste trabalho (0,0017%) € mais baixo. Com relac¢do ao
arranjo topogréfico dos estddios do ciclo do epitélio seminifero, em torno de 60% das
seccoes transversais de tdbulo seminifero analisadas apresentaram apenas um unico
estadio, e as demais seccoes tubulares (40%) apresentaram dois ou trés estadios. Estes,

entretanto, eram sempre estddios sequenciais de desenvolvimento. Sendo assim, a
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espermatogénese dos animais de estudo parece se aproximar mais da espermatogénese
tipo segmentar do que da espermatogénese helicoidal, desse modo os multiplos estddios
encontrados podem ser consequéncia de um atraso da comunicagdo entre as células de
Sertoli em segmentos adjacentes, ou mesmo da presenca de segmentos menores ao longo

do tubulo seminifero.
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ABSTRACT

SILVA, Fernanda de Fatima Rodrigues da, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa,
February, 2019. Spermatogenic process study in Geoffroy’s marmoset (Callithrix
geoffroyi) (Humboldt, 1812) adults. Advisor: Tarcizio Antonio Régo de Paula.

Studies on spermatogenesis and testicular functions of different species play an important
role in breeding work with a conservationist focus, and some species can be used in
research related to human health. The spermatogenic process of Callithrix marmosets, for
example, has been described by some authors as being similar to that observed in man,
and because of this, these animals may be used as an experimental model in biomedical
research involving testicular functions. Therefore, the objective of this work was to
describe and characterize several parameters related to the spermatogenesis process for
C. geoffroyi. For this purpose, testicular fragments of five adult animals were used for the
preparation and analysis of histological slides. The animals in this study presented a body
weight of 396 g, a testicular weight of 603 mg, a gonadossomatic index of 0.15%, a
tubulosomatic index of 0.14% and an intertubulosomatic index of 0.016%. In comparison
to other primates, studied Geoffroy's marmosets presented a low body investment in
testicular mass, and more specifically in seminiferous tubules. Similarly, there was a low
yield of the spermatogenic process (4.7%), indicating that throughout the process 95.3%
of its productive potential was eliminated or failed being produced. This reduced
productive investment is in line with the single-male mating system (monogamy and
polygyny), since in this reproductive strategy competition for offspring occurs during
female access and not through sperm competition within the female reproductive organs.
The testicular intertubule of studied Geoffroy's marmosets presented a type II
organization according to Fawcett et al. (1973), similar to that described for humans and
rhesus monkeys. In general, the values presented for the quantitative morphometric
parameters of Leydig cells are close to those described for C. penicillata, but the
leydigosomatic index of C. geoffroyi studied (0.0017%) is lower. Regarding the
topographic arrangement of the stages of the seminiferous epithelium cycle, about 60%
of the seminiferous tubule cross sections analyzed presented only a single stage, and the
remaining tubular sections (40%) had two or three stages. These, however, were always
sequential stages of development. Such, the spermatogenesis of this species seems to be

closer to segmental than to helical. Thus the multiple stages may be result from a delayed
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communication between the Sertoli cells in adjacent segments or even from the presence

of smaller segments along the seminiferous tubule.



REVISAO BIBLIOGRAFICA

PRIMATAS

Taxonomicamente os mamiferos sdo agrupados na classe Mammalia, sendo que
as linhagens viventes sdo ainda separadas em duas subclasses, a Prototheria que inclui os
monotremados, como o ornitorrinco, € a Theria que abrange as demais espécies. Esta
dltima inclui os marsupiais (infraclasse Metatheria), como os gambds e cuicas, e 0s
eutérios (infraclasse Eutheria), como primatas, canideos e roedores (Pough et al., 2006).

Dentre as diferentes ordens de mamiferos viventes, a ordem Primates se destaca
pela composicdo variada em tamanhos, formas, comportamentos e habitos ecolégicos de
seus integrantes (Bicca-Marques et al., 2011). H4 animais de pequeno porte, como o
sagui-pigmeu que pesa aproximadamente 100 g, e animais de grande porte, como o gorila
com massa corporal acima de 150 kg (Fleagle, 1998). Ha diferentes sistemas de
acasalamento, como a monogamia (género Callicebus) (Spence-Aizenberg et al., 2016),
a poligamia (género Gorilla) (Harcourt et al., 1981), e promiscuidade (género
Brachyteles) (Strier, 1997).

Os primatas ainda podem ser diurnos (géneros Callithrix) (Hershkovitz,1977) ou
noturnos (género Aotus) (Fernandez-Duque et al., 2008); arboricolas (género Allouata)
(Estrada e Coates-Estrada, 1985) ou terrestres (género Pan) (Kleiman et al., 2003). E
podem apresentar diferentes hébitos alimentares: frugivoros (género Hylobates)
(Suwanvecho et al., 2018), onivoros (gé€nero Saimiri) (Lima e Ferrari, 2003), ou
insetivoros (Tarsius spectrum) (Gursky, 2000).

A ordem Primates pode ser subdividida em duas subordens: a Strepsirrhini (ou
Prosimii) composta pelos 1€mures, 16rises e tarsios, e a Haplorhini (ou Anthropoidea)
composta pelos micos, bugios, gorilas e seres humanos. A subordem Haplorhini é ainda
subdividida em duas infraordens: a Platyrrhini formada pelos primatas do Novo Mundo,
como 0S macacos-prego e saguis, e a Catarrhini formada pelos primatas do Velho Mundo,
como chimpanzés e humanos (Figura 1) (Pough, 2006; Ravosa e Dagosto, 2007).

Os primatas neotropicais (infraordem Platyrrhini) compreendem as espécies que
vivem exclusivamente nas florestas tropicais do México, Américas do Sul e Central. Sdo
animais de pequeno a médio porte (de 100 g a pouco mais de 10 kg), arboricolas, com
locomocdo predominantemente quadripede, e algumas espécies apresentam cauda

preénsil (Reis et al., 2011). Eles sdo agrupados em cinco familias (Callitrichidae, Cebidae,



Aotidae, Pitheciidae e Atelidae), em torno de 20 géneros e152 espécies (Rylands et al.,

2012).
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Figura 1: Arvore filogenética representando uma hipétese da relagio evolutiva entre os
principais grupos de primatas atuais (Fonte: Klein, 2009).

A familia Callitrichidae € composta pelos menores primatas antropoides do
mundo, variando de 100 g (Cebuella) a 700 g (Leontopithecus). Todos integrantes dessa
familia sdo adaptados a vida saltatéria arbérea, ndo possuem cauda preénsil, apresentam
unhas com formato de garras em todos os dedos, com exce¢do apenas do halux. Sao
animais onivoros, se alimentam de uma grande variedade de itens como goma, frutos,
sementes, artrépodes e filhotes de aves (Sussman e Kinzey, 1984; Auricchio, 1995).
Alguns representantes dessa familia sdo os géneros Cebuella, Saguinus, Leontopithecus
e Callithrix (Rylands e Mittermeier, 2009; Rylands et al., 2012).

Os saguis do género Callithrix (Erxleben, 1777) sao animais de pequeno porte,
sendo que o peso de um animal adulto pode variar entre 350 g a 450 g (Stevenson e
Rylands, 1988). Esse género € formado por seis espécies nativas da regido centro-leste do
Brasil: Callithrix jacchus (Linnaeus, 1758), naturalmente encontrado em dreas de
Caatinga, Callithrix penicillata (Geoffroy Saint-Hilaire, 1812), naturalmente encontrado
em regides do Cerrado, e Callithrix kuhlii (Coimbra-Filho, 1985), Callithrix geoffroyi
(Humboldt, 1812), Callithrix aurita (Geoffroy Saint-Hilaire, 1812) e Callithrix flaviceps
(Thomas, 1903) que sdo nativos de diferentes dreas de Mata Atlantica (Rylands et al.,
2009).

O Callithrix geoffroyi, popularmente conhecido como sagui-de-cara-branca,

ocupa originalmente dreas de Mata Atlantica do estado do Espirito Santo, estendendo-se
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para o sul da Bahia e partes adjacentes de Minas Gerais (Rylands et al., 1993; Rylands e
Mendes, 2018; Pereira, 2015) (Figura 2). Essa espécie apresenta tufos pré-auriculares
negros; face, testa, metade anterior do vértice e garganta inteiramente brancos; dorso com
padrio estriado de coloragdo; e cauda anelada (Vivo, 1991) (Figura 3). Sendo seu status
de conservacdo considerado com least concern (“pouco preocupante”) pela The IUCN
Red List of Threatened Species (Rylands e Mendes, 2018). A introducdo de espécies, a
hibridacdo e a destruicdo de habitat, de modo geral, sdo as principais ameacas a todas

espécies desse género (Rylands e Mendes, 2018; Silva et al., 2018).
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Figura 2: Distribui¢do geogréfica natural de Callithrix geoffroyi abrangendo os estados
de Minas Gerais, Espirito Santo e Bahia (Fonte: Pereira, 2015).



Figura 3: Callithrix geoffroyi naturalmente encontrado no municipio de Cariacica,
Espirito Santo, Brasil (Foto: Milene Figueira).

Normalmente, as espécies do género Callithrix apresentam a gestagdo de gémeos,
sendo a maturidade sexual dos animais atingida por volta dos 18 meses. A constituicdo
familiar do grupo € conhecida como familia estendida, sendo formada por animais de
ambos os sexos, de diversas idades e por imigrantes ndo aparentados, sendo que todos os
membros do grupo carregam e cuidam dos filhotes (Stevenson e Rylands, 1988). O
sistema de acasalamento desse gé€nero, segundo diferentes autores, implica em distintos
padrdes de acasalamento que podem variar de monogamia e poliginia & poliandria
(Abbott, 1984; Stevenson e Rylands, 1988; Coutinho e Corréa, 1995; Ferrari e Digby,
1996; Nievergelt et al., 2000). Essas diferentes estratégias reprodutivas podem refletir em
alteracdoes morfométricas, principalmente, em relacdo ao tamanho corporal e testicular
das espécies (Kenagy e Trombulak, 1986).

Os diferentes tipos de sistemas de acasalamento estdo diretamente correlacionados
com o investimento corporal em massa testicular (Kenagy e Trombulak, 1986), sendo que
espécies que apresentam sistema de acasalamento do tipo single-male (monogamia e
poliginia), em que normalmente um unico macho tem acesso a fémea durante o periodo
reprodutivo, possuem menor investimento testicular, uma vez que a competi¢io para a
producdo de progénie ocorre através de disputas no acesso a fémea. Por outro lado,

espécies com acasalamento do tipo multi-male (promiscuidade e poliandria), em que mais



de um macho tem acesso a fémea durante o periodo reprodutivo, a competi¢do
espermadtica juntamente com a intensa atividade copulatéria podem ter favorecido a
selecdo de animais com maior volume testicular (Harcourt et al., 1981; Harvey e
Harcourt, 1984; Kenagy e Trombulak, 1986).

Se por um lado espera-se que espécies tipo single-male apresentem um menor
investimento testicular e, consequentemente, baixa producdo espermdtica (Kenagy e
Trombulak, 1986; Firman et al., 2015), por outro lado espera-se que sua producdo de
andrégenos seja alta, uma vez que estes sdo responsabilizados pelo aumento de
comportamentos agressivos, e a maior agressividade favorece o acesso a fémea durante
disputas entre machos por parceiras reprodutivas (Cavigelli e Pereira, 2000; Muller e

Wrangham, 2004).

TESTICULO

Nos mamiferos o testiculo € um 6rgao de formato oval a arredondado, geralmente
localizado fora da cavidade abdominal, em uma prega cutanea denominada escroto. Essa
localizagdo testicular é importante na maioria das espécies de mamiferos devido a
necessidade de uma temperatura inferior a temperatura abdominal para a manutencao das
funcoes testiculares (Junqueira e Carneiro, 2011).

O testiculo € envolto pela tinica albuginea, uma cdpsula constituida de tecido
conjuntivo fibroso e, em algumas espécies, também por c€lulas contrateis. Essa tinica €
continua com trabéculas de tecido conjuntivo, os septos testiculares, que convergem para
o interior do testiculo no sentido do mediastino testicular (Dyce et al., 2010). A tdnica
albuginea e o mediastino sdo parte da morfologia testicular, mas ndo participem
diretamente do processo espermatogénico ou da secrecao de androgenos (Azevedo et al.,
2006; Costa et al., 2011).

O termo parénquima testicular, embora nao seja totalmente adequado, tem sido
amplamente mencionado na literatura para se referir ao testiculo desprovido de albuginea
e mediastino (Johnson et al., 1981; Azevedo et al., 2006; Mascarenhas et al., 2006; Costa
et al., 2011). O parénquima testicular, na verdade, seria composto apenas pela parte
produtiva desse 6rgdo, ou seja, pelas células germinativas do epitélio seminifero e pelas
células de Leydig, responsdveis pela producdo de testosterona. Os demais componentes
do testiculo formam o estroma testicular, que é o tecido de sustentacdo do O6rgao.

(Junqueira e Carneiro, 2011). Dessa forma, um outro termo utilizado para se referir ao



testiculo desprovido de albuginea e mediastino seria peso liquido testicular (Silva Jr et
al., 2006; Tenorio et al., 2011; Bringel et al., 2013).

O testiculo € responsével por duas fungdes basicas: produgdo de espermatozoéides
e a secrecao hormonal (Amann e Schanbacher, 1983; Junqueira e Carneiro, 2011). A
producdo espermadtica € altamente correlacionada com o peso testicular (Amann, 1970;
Franca e Russell, 1998), porém, o tamanho do testiculo ndo acompanha
proporcionalmente o tamanho corporal, uma vez que mamiferos de pequeno porte tendem
a apresentar maior propor¢ao de massa corporal alocada em testiculo do que mamiferos
de grande porte (Kenagy e Trombulak, 1986; Franca e Russell, 1998), por exemplo, o
gorila (Gorilla gorilla), que é o primata de maior porte existente, € uma das espécies que
apresenta menor investimento corporal na forma de massa testicular (Harcourt et al.,
1981; Kenagy e Trombulak, 1986). Proporcionalmente, o investimento apresentado pelo
sagui-comum em massa gonadal é cerca de 20 vezes maior que o investimento do gorila
(Harcourt et al., 1981; Kenagy e Trombulak, 1986). O fato de o tamanho testicular ndo
necessariamente acompanhar o tamanho do corpo contribui para uma economia
energética, uma vez que animais de grande porte produziriam quantidades
execessivamente grandes de espermatozoides (Paula, 1999).

A relagdo entre o peso dos testiculos e o peso corporal é conhecida como indice
gonadossomadtico (IGS). Este indice fornece informagdes importantes a respeito do grau
de investimento corporal que uma determinada espécie apresenta em massa testicular,
sendo esse um dado que estd diretamente relacionado ao sistema de acasalamento das
espécies, como mencionado anteriormente (Harcourt et al., 1981; Kenagy e Trombulak,
1986).

O testiculo pode ser dividido em dois compartimentos principais, o tubular e o
intertubular (Russell et al., 1990) (Figura 4). O compartimento tubular é composto pelos
tibulos seminiferos e representa, em geral, cerca de 60 a 90% do volume testicular total,
sendo o local onde o processo espermatogénico acontece (Leal e Franca 2006; Silva et
al., 2010; Weinbauer et al., 2010). Os tibulos seminiferos sdo constituidos por um epitélio
germinativo, ou epitélio seminifero, que é formado por dois tipos celulares principais: as

células de Sertoli e as células da linhagem espermatogénica (Russell et al., 1990).



Figura 4: Corte transversal de testiculo de Callithrix geoffroyi com destaque para os
compartimentos tubular e intertubular. Objetiva de 40x. Colora¢do azul de toluidina
(Fonte: Arquivo pessoal).

No compartimento intertubular observa-se grande quantidade de tecido
conjuntivo, constituindo o estroma do 6rgao e dando suporte ao parénquima testicular, a
ele soma-se também vasos sanguineos, linfaticos e nervos (Hooker, 1970). O tecido
intertubular do testiculo contém ainda diversas células, como fibroblastos, células
reticulares, macréfagos, células plasmaéticas, linfécitos e mastdcitos, mas o tipo celular
mais frequentemente encontrado nessa regido é a célula de Leydig, a principal
responsdvel pela fun¢do androgénica do testiculo (Russell et al., 1990).

Segundo Fawcett et al. (1973), as diferentes espécies de mamiferos geralmente
seguem trés padroes distintos de organizacdo dos componentes do compartimento
intertubular: no arranjo do tipo I existem extensos espagos linfiticos, uma pequena
proporc¢do de células de Leydig (1-5% do volume testicular) e pouco tecido conjuntivo
(Figura 5A), como exemplo o rato; no arranjo tipo II existem grupos de células de Leydig
espalhados em um vasto tecido conjuntivo frouxo, com capilares sanguineos e vasos
linfaticos localizados centralmente (Figura 5B), como exemplo o homem; e no arranjo
tipo III existem grandes quantidades de células de Leydig (20-60% do volume do
testiculo) que ocupam quase todo compartimento intertubular, apresentando também
pouco tecido conjuntivo e vasos linfaticos de pequeno calibre e em baixa quantidade

(Figura 5C), como exemplo o javali.
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Figura 5: Padrdes distintos de organizacdo dos componentes do compartimento
intertubular das diferentes espécies de mamiferos (A) arranjo tipo I; (B) arranjo tipo II;
(C) arranjo tipo III (Fonte: Russell, 1996).

Fawcett et al. (1973) e Russell (1996) especularam que essa varia¢cao na propor¢ao
e organizacdo dos componentes do intertibulo testicular estd provavelmente relacionada
com a capacidade dos vasos linfiticos em remover para fora dos testiculos os materiais
vascularmente secretados € com a manuten¢do das concentracOes apropriadas de

andrégenos tanto no testiculo quanto nos vasos sanguineos.

ESPERMATOGENESE

O desenvolvimento e maturacdo das células germinativas nos vertebrados, de
modo geral, ocorrem de forma semelhante, uma vez que espermatogdnias tronco se
dividem para produzir mais geracoes de espermatogonias, algumas destas entram no ciclo
espermatogénico e se transformam em espermatdcitos que passam por meiose € geram
espermatides; e estas, por sua vez, sofrem uma série de mudancas morfoldgicas e se
transformam em espermatozdides (Pudney, 1995). Entretanto, quando o processo

espermatogénico é detalhadamente comparado entre as diferentes classes de vertebrados,
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notam-se singularidades no processo. Entre outros aspectos, isto pode ser devido as
diferencas que as espécies apresentam na organizagdo do testiculo; na relacdo entre as
células de Sertoli e as células germinativas; nas formas de fertilizacdo (externa ou
interna); e nas formas de manuten¢ao da temperatura corporal (endotermia ou ectotermia)
(Pudney, 1995).

Em anamniotas (peixes e anfibios) a espermatogénese desenvolve-se no interior
de unidades funcionais, conhecidas como cistos ou espermatocistos, formadas por células
de Sertoli que envolvem e nutrem as células germinativas em desenvolvimento (Grier et
al., 1980; Rastogi et al., 1988; Pudney, 1995; Matta et al., 2009). Em cada cisto as células
germinativas apresentam desenvolvimento sincronico, estando essas no mesmo estadio
de maturacdo (Pudney, 1995; Matta et al., 2009). Esses cistos se desenvolvem dentro de
16bulos, e os 16bulos se originam a partir de ductos coletores de esperma no testiculo
(Pudney, 1995). Em condrictes (peixes cartilaginosos), € em algumas espécies de
osteictes (peixes Osseos) e de anfibios esses cistos espermatogénicos se movem pelo
testiculo a medida que amadurecem durante a espermatogénese (Pudney, 1995; Billard,
1986; Rojas, 2013). Essa movimentacao ocorre de forma passiva, uma vez que a formagao
continua de cistos ou o alongamento dos canais espermdticos promovem O seu
deslocamento ao longo do I6bulo (Pudney, 1995).

JA& os amniotas (répteis, aves e mamiferos) ndo apresentam cistos
espermatogénicos, e sim tubulos seminiferos constituidos por um epitélio seminifero
onde populacdes estdveis de células de Sertoli proporcionam o ambiente necessario para
a manuten¢do de células germinativas em sucessivos estddios de maturacdo (Guraya,
1987; Lin e Jones, 1990; Pudney, 1993; Gribbins, 2011). Este arranjo em que as células
de Sertoli estdo sempre associadas com varias camadas de células germinativas em
diferentes geragcdes contrasta com o padrao apresentado pelos anamniotas, onde as células
germinativas de um determinado cisto estdo todas em uma mesma fase de maturacio

(Pudney, 1993).

ESPERMATOGENESE EM MAMIFEROS

Em mamiferos a espermatogénese € um processo altamente sincronizado e
complexo de diferenciacdo celular, que se inicia a partir de mitoses de células tronco
espermatogoniais, presentes na base do epitélio seminifero (Guraya, 1987). Além de
manterem sua populacdo constante, as espermatogonias tronco produzem novas geracoes

de células diretamente implicadas no processo espermatogénico durante a sua fase
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proliferativa. A fase seguinte, denominada fase meidtica, € caracterizada pela ocorréncia
de duas divisdes meidticas, onde os espermatdcitos geram espermadtides haploides. Essas,
por sua vez, sofrem uma série de mudangas morfolégicas durante a fase espermiogénica,
como: alteracdes nucleares; formacdo do acrossoma; desenvolvimento flagelar e
redistribui¢ao citoplasmaética; e sdo liberadas como espermatozoides no lume tubular
(Russell et al., 1990).

A sincronia entre as células é garantida pela persisténcia de pontes
citoplasmadticas, assim as diferentes fases de desenvolvimento da espermatogénese
acontecem linearmente em todas as células de uma mesma geracdo (Ren e Russell, 1991).
Sendo cada geracdo definida como um grupo de células na mesma etapa de
desenvolvimento e que evoluem sicronicamente ao longo do processo espermatogénico
(Clermont, 1972).

O epitélio seminifero dos mamiferos apresenta uma produgdo ciclica e continua
de espermatozoides, o que promove uma produgdo espermatica constante ao longo de
todo periodo reprodutivo (Roosen-Runge,1962; Russell et al., 1990). Neste sentido, em
um mesmo segmento de epitélio seminifero sdao observadas geragdes espermdticas em
fases distintas de desenvolvimento e, gracas a presenga das células de Sertoli, uma
sincronia vertical no epitélio também pode ser observada. Assim, em uma mesma sec¢ao
tubular transversal € observado uma organizacdo em camadas de desenvolvimento
crescente de geracdes espermdticas da base em dire¢do ao lume tubular (Ren e Russell,
1991; Pudney 1993). A medida que novas geracdes de espermatogdnias e espermatocitos
sdo produzidas na base do epitélio as geragdes mais desenvolvidas sdo deslocadas em
direcdo ao lume, culminando com a liberagdo dos espermatozoides; a este processo
denomina-se ciclo do epitélio seminifero (CES). Cerca de 4,5 ciclos sdo necessarios para
que a mesma geracdo, formada na base do epitélio, seja liberada como epermatozoide no
lume tubular (Russell et al., 1990).

As células de Sertoli sdo as unicas células sométicas observadas no epitélio
seminifero e sdo responsaveis pela formacao de um microambiente especifico onde sao
mantidas de forma integrada diferentes geracdes de células germinativas. Para tal, essas
células atuam diretamente no suporte fisico e nutricional das células germinativas
atentando ainda para o fornecimento de elementos especificos demandados por cada uma
destas geracdes (Guraya, 1987; Russell et al., 1990). A abrangéncia do controle realizado
pela célula de Sertoli sobre o epitélio seminifero é praticamente geral, ou seja, a

populacdo das diferentes geragdes germinativas € regulado de acordo com a sua
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capacidade suporte, para isto as células de Sertoli controlam o nimero de células
produzido pelas mitoses espermatogoniais € acompanham o processo meidtico
eliminando células germinativas excedentes e degeneradas ao longo destes processos, por
outro lado atuam ainda diretamente na espermiacdo, fagocitando o excesso de citoplasma
das espermatides (Russell et al., 1990; Franca et al., 2016).

As vérias geracdes de células germinativas distribuidas em camadas em uma
secc¢do transversal do tibulo seminifero, formam associa¢des celulares pré determinadas
ao longo do CES (Clermont, 1972; Guraya, 1987). Essas diferentes associacdes celulares
sao denomindas estddios do CES, sendo que a forma mais comumente utilizada de
caracterizacdo desses estadios € feita a partir do método da morfologia tubular; este leva
em consideracdo: as alteragdes do formato do nicleo das células espermatogénicas; a
ocorréncia de divisdes meidticas nos espermatdcitos; € o arranjo e disposi¢do das
espermatides ao longo do epitélio seminifero (Clermont, 1972; Guraya, 1987; Costa e
Paula, 2003). Segundo este método, oito estddios distintos do CES sdo descritos para as
diferentes espécies de mamiferos ja estudadas (Paula et al., 1999; Franca e Godinho,
2003; Leal e Franca, 2006; Bitencourt et al., 2007; Costa et al., 2008).

Na maioria dos mamiferos a espermatogénese € classificada como segmentar, o
que significa que apenas um unico estddio do CES estd presente em cada segmento de
tibulo seminifero (Figura 6A) (Leblond e Clermont, 1952; Russell et al., 1990; Paula et
al., 1999; Franca e Godinho, 2003; Bitencourt et al., 2007). Assim, no mesmo segmento
do tabulo ha uma evolugdo ciclica dos estddios, ou seja, periodicamente todo o processo
espermatogénico ocorre neste segmento (Perey et al., 1961; Russell et al., 1990).
Adicionalmente observa-se uma organizacdo sequenciada na distribuicdo dos estadios
nos segmentos adjacentes, ou seja, um segmento no estadio I precede um segmento no
estddio VIII e antecede um segmento no estddio II, e assim sucessivamente. Essa
organizac¢do dos segmentos ao longo do comprimento do tibulo seminifero ¢ chamada de
onda espermatogénica (Perey at al., 1961; Guraya, 1987; Russell et al., 1990).

Uma onda espermatogénica € resultado de uma sincronia no desenvolvimento dos
estddios que se dissemina progressivamente ao longo do tdbulo seminifero, o que
possivelmente € reflexo da comunicagdo linear entre as células de Sertoli que, ao criar o
microambiente necessdario para o desenvolvimento do estddio em um determinado
segmento, influencia o segmento subsequente (Roosen-Runge, 1962; Russell et al., 1990;

Cheng e Mruk, 2002).
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A espermatogénese de algumas poucas espécies de primatas e das aves segue um
arranjo topografico distinto, conhecido como espermatogénese do tipo helicoidal
(Schulze e Rehder, 1984; Jones e Lin, 1993). Neste arranjo, os estddios do CES também
estdo ordenados sequencialmente, porém em faixas espermatogénicas longitudinais
independentes que se distribuem em ondas obliquas e paralelas ao longo do eixo tubular
longitudinal (Schulze e Rehder, 1984; Lin e Jones, 1990) (Figura 6B), neste sentido
normalmente sdo observadas dois ou mais estddios distintos em cada sec¢do transversal
de tibulo seminifero (Guraya, 1987; Schulze e Rehder, 1984; Jones e Lin, 1993;
Smithwick e Young, 1996).

Figura 6: Diagrama representando os estddios do ciclo do epitélio seminifero em
diferentes porcdes do tibulo seminifero. (A) Espermatogénese tipo segmentar (Amann,
2008) e (B) espermatogénese tipo helicoidal (Jones e Lin, 1993).
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MORFOMETRIA TESTICULAR E DOS TUBULOS SEMINIFEROS DE
SAGUIS-DA-CARA-BRANCA (Callithrix geoffroyi) ADULTOS

RESUMO

A morfologia do testiculo, a composicao do parénquima testicular, o estabelecimento de
indices somadticos e de pardmetros quantitativos do tdbulo seminifero podem fornecer
informacdes valiosas quanto a produgdo espermatica, fisiologia reprodutiva e sistema de
acasalamento das espécies. Sendo assim, o objetivo desta pesquisa foi descrever
parametros bdsicos relacionados aos indices somdticos e a morfofisiologia testicular de
Callithrix geoffroyi adultos. Para tal, foram utilizados fragmentos testiculares de cinco
animais adultos de vida livre para confecc¢ao e andlise de laminas histoldgicas. Os animais
de estudo apresentaram peso corporal médio de 396,20 + 43,71 g, peso testicular de 603
+ 151,02 mg, indices gonadossomatico de 0,15%, tubulossomatico de 0,14% e
intertubulossomatico de 0,016%. Apresentaram também aproximadamente 69,12 + 4,95
pm de altura de epitélio, 232,38 + 17,48 um de didmetro tubular e 10,79 + 1,86 m de
tibulo seminifero por grama de testiculo. Em comparacdo a outros primatas, oS
individuos de C. geoffroyi estudados apresentaram baixo investimento corporal em massa
testicular, e mais especificamente em tibulos seminiferos. Sendo os valores de altura de
epitélio, didmetro e comprimento tubular considerados baixos. Desse modo, hd um
indicativo de que a produgdo espermatica desses animais seja baixa, o que condiz com o
sistema de acasalamento tipo single-male (monogamia e poliginia), visto que nesta
estratégia de acasalamento uma grande produgdo espermatica poderia ser um desperdicio
energético, uma vez que a competicdo para a producdo de progé€nie ocorre no acesso a

fémea e ndo no interior dos 6rgdos genitais femininos.

INTRODUCAO

Os primatas neotropicais compdem um grupo de mamiferos muito abundante e
diversificado (Bicca-Marques et al., 2011; Rylands et al., 2012), entretanto, para diversas
espécies poucas informagdes sobre aspectos relacionado a morfologia testicular, aos
indices somaticos e ao processo espermatogénico sdo encontradas na literatura cientifica
como € o caso, por exemplo, do sagui-da-cara-branca, Callithrix geoffroyi. Este é um
pequeno primata endémico do Brasil (Rylands et al., 1993; Rylands e Mendes, 2018), que

vive em grupos familiares formados por animais de ambos os sexos, de diversas idades e
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por imigrantes ndo aparentados, atingindo a maturidade sexual por volta dos 18 meses
(Stevenson e Rylands, 1988).

A morfologia do testiculo, a composi¢do do parénquima testicular, o
estabelecimento de indices somaticos e de parametros quantitativos do tibulo seminifero
podem fornecer informacdes valiosas quanto a producdo espermdtica, fisiologia
reprodutiva, sistema de acasalamento, auxiliando também no estabelecimento de
protocolos de reproducao assistida (Kenagy e Trombulak, 1986; Franca e Russell, 1998;
Barros et al., 2006; Mascarenhas et al., 2006).

O indice gonadossomadtico (IGS), relacdo entre o peso dos testiculos e o peso
corporal, fornece informagdes a respeito do grau de investimento corporal que uma
determinada espécie apresenta em massa testicular, sendo este um dado que esta
diretamente relacionado ao sistema de acasalamento das espécies, uma vez que espécies
com comportamentos monogamicos € poliginicos apresentam menor indice
gonadossomdtico que as espécies com comportamentos promiscuos ou poliandricos
(Harcourt et al., 1981; Kenagy e Trombulak, 1986).

Ja os indices tubulossomatico e intertubulossomaético, apresentam uma subdivisao
dos compartimentos testiculares, e visam quantificar o investimento especificamente em
tibulos seminiferos e tecido intertubular, em relacdo a massa corporal (Azevedo et al.,
2006; Barros et al., 2006). O testiculo apresenta fisiologia distinta entre os componentes
tubular e intertubular, quais sejam: gonadogénese e androg€nese respectivamente
(Junqueira e Carneiro, 2011). O tubulo seminifero € o principal componente do testiculo
da maioria das espécies de mamiferos, porém a sua variacdo proporcional volumétrica
em relacdo ao tecido intertubular influencia na fisiologia produtiva testicular com reflexos
comportamentais (Russell, 1996; Franca e Russell, 1998; Dixson, 2012). A determinagdo
de indices somadticos geral e relativos aos componentes testiculares, torna possivel
comparagdes entre individuos de diferentes espécies, diferentes faixas etdrias e com
massas corporais distintas (Barros et al., 2006; Mascarenhas et al., 2006; Bittencourt et
al., 2007).

Sendo assim, o presente trabalho teve como objetivo descrever os pardmetros
basicos relacionados aos indices somaticos e a morfofisiologia testicular de Callithrix

geoffroyi adultos.
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MATERIAIS E METODOS

Os procedimentos realizados tiveram aprovacio da Comissdo de Etica no Uso
Animal da Universidade Federal de Vigosa (CEUA-UFV), protocolo n° 70/2015, e do
Sistema de Autorizagdo e Informagao em Biodiversidade do Instituto Brasileiro do Meio
Ambiente (SISBIO - IBAMA), licenca n°® 50717-1. As capturas dos animais e coletas de
material ocorreram nos meses de outubro e novembro de 2015.

O presente trabalho utilizou amostra testicular de cinco saguis-da-cara-branca
(Callithrix geoffroyi) adultos de vida livre que foram capturados em grupos de animais ja
habituados a presenga humana nos municipios de Cariacica e Vila Velha, Espirito Santo,
Brasil. Os animais foram capturados com o auxilio de armadilhas iscadas com pedacos
de banana. Sendo, posteriormente, anestesiados com quetamina (10 mg/kg) e xilazina
(0,5mg/kg) (Carpenter, 2005); pesados em balanca digital; mensurados: com fita métrica
quanto ao comprimento do corpo e da cauda, e com paquimetro digital (Starfer®) quanto
ao comprimento, largura e espessura dos testiculos. A espessura de uma prega dupla de
pele do escroto foi ainda mensurada.

Um dos testiculos foi coletado através de cirurgia de hemicastracdo. A técnica
cirtrgica utilizada foi baseada nos procedimentos utilizados em animais domésticos, com
a incisdo cirurgica realizada na regido inguinal pré-pubica, remocdo do testiculo e
epididimo em técnica aberta com ligadura pedicular com fio de nylon 3-0 e sutura de pele
com ponto U deitado separado com fio de naylon 3-0. Como medidas profilaticas p0s-
operatorias, os animais receberam antibidtico (oxitetraciclina, 10 mg/kg) e anti-
inflamatério (meloxican, 0,2 mg/kg). Os animais foram soltos préximos ao local de
captura apds a completa recuperacao dos efeitos anestésicos.

ApOs a coleta, e antes de serem imersos em solucdo fixadora de Karnovsky
(Karnovsky, 1965), os testiculos tiveram a albuginea perfurada em diversos pontos com
o uso de uma agulha hipodérmica com o objetivo de melhorar a perfusdao do fixador.
Posteriormente, os testiculos foram seccionados longitudinalmente e mantidos em
solucdo de Karnovsky por 24 horas. Apds este periodo o material foi transferido e
armazenado em alcool 70% até o momento do processamento histoldgico.

O volume dos testiculos foi calculado através de suas dimensOes a partir da
. o 4
férmula do volume do elipsoide: : 3 nABC, onde A = metade da largura, B = metade da

espessura, C = metade do comprimento, como as mensuragdes foram realizadas

percutaneamente foi descontada das dimensdes testiculares o valor relativo a espessura
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de uma prega de pele escrotal (Mascarenhas et al., 2006; Araujo et al., 2013). E, uma vez
que a densidade volumétrica do tecido testicular de mamiferos é aproximadamente 1
g/mL, o volume testicular foi considerado igual ao peso testicular (Johnson et al., 1981).
O indice gonadossomdtico (IGS) pdde ser calculado através da seguinte forma: IGS =
(peso de ambos os testiculos / peso corporal) x 100 (Kenagy e Trombulak, 1986;
Mascarenhas et al., 2006; Morais et al., 2012).

Foi considerado como peso liquido testicular o volume testicular descontado o
volume da albuginea (Bringel et al., 2013). Para tal, foi calculada a espessura média da
albuginea, por meio de mensuracdo em trés pontos distintos com o uso de um paquimetro
digital (Starfer®), e este valor descontado das mensuragdes testiculares, obtendo assim o
volume do parénquima testicular.

Retirou-se um fragmento de cada testiculo coletado, e estes foram submetidos a
desidratacdo em série crescente de alcoois (70, 80, 90% e absoluto) e incluidos em resina
de metacrilato (Leica Historesin®). Posteriormente, foram realizados cortes histolégicos
de 3 um de espessura, seriados e em intervalos de 30 um, em micrétomo rotativo com
navalha de vidro, para a confeccdo de 1aminas histolégicas, as quais foram coradas com
azul de toluidina / borato de s6dio 1%, e montadas com laminulas de vidro com o uso de
resina (Entelan®).

Para o cdlculo da propor¢ao volumétrica de cada compartimento testicular foram
fotografados 20 campos aleatorios do parénquima testicular, em imagens digitais com o
auxilio de um fotomicroscopio (Motic BA410) equipado com camera digital Moticam
Pro 252B, com objetiva de 40x. Por meio do programa Microsoft Office Power Point®
foram sobrepostas grades com 500 pontos em cada imagem, sendo contabilizados os
pontos coincidentes sobre o compartimento tubular e sobre o compartimento intertubular.
Desse modo, pdde-se inferir suas propor¢des volumétricas ao peso calculado para o
parénquima testicular obtendo-se assim o volume total de tibulos seminiferos e do tecido
intertubular no testiculo. Os indices tubulossomatico (ITS) e intertubulossomatico (IIS)
foram calculados através da formula: ITS ou IIS = (peso total do compartimento/peso
corporal) x100 (Barros et al., 2006; Mascarenhas et al., 2006; Morais et al., 2012).

Foram calculados o diametro dos tibulos seminiferos e a espessura do epitélio
seminifero a partir da média de mensuragcdes em 20 sec¢Oes transversais de tibulos
seminiferos o mais circular possivel, na objetiva de 40x, para isso utilizou-se o programa

de andlise de imagem Motic Images Plus 2.0. Em cada sec¢do transversal de tubulo
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seminifero foram realizadas duas medidas de didmetro tubular e quatro de epitélio
(medida desde a membrana basal até a borda luminal), diametralmente opostas.
Considerando o formato cilindrico do tdbulo seminifero foi calculado seu
comprimento total através da adaptacdao da férmula do volume de um cilindro, onde:
Comprimento tubular = (volume total de tibulos seminiferos / drea da sec¢do transversal
do tibulo seminifero), sendo a drea da sec¢do transversal calculada através da férmula
nir?, onde r é igual 4 metade do didmetro médio dos tibulos seminiferos (Morais et al.,
2017). Os dados para o Callithrix geoffroyi foram analisados segundo estatistica

descritiva quanto a média, desvio padrdo (DP) e coeficiente de variacao (CV).

RESULTADOS E DISCUSSAO

O peso corporal, peso testicular e morfometria corporal dos animais de estudo estao
apresentados na tabela 1. Apesar de serem animais de vida livre, estes eram habituados a
presenca humana, uma vez que muitas pessoas da regido apresentavam o costume de
alimenta-los. O peso corporal médio apresentado pelos animais estudaos (396,20 £43,71)
estd dentro da faixa descrita para o género Callithrix (300 a 450 g) (Stevenson e Rylands,

1988; Bicca Marques et al., 2011).

Tabela 1: Morfometria corporal, peso corporal e testicular de machos adultos de
Callithrix geoffroyi.

Parametro Média = DP CV (%)
Comprimento corpo (cm) 17,98 £0,71 3.9
Comprimento cauda (cm) 32,12 +£2.,56 7,9
Peso corporal (g) 396,20 +43,71 11,0
Peso testicular (mg) 603 +£ 151,02 25,0
Testiculo direito 302,10 + 88,92 294
Testiculo esquerdo 300,91 + 68,85 22,8

DP: Desvio padrao; CV: coefiiente de variacao

O peso corporal dos invididuos de C. geoffroyi estudados € maior que o descrito
para o C. penicillata (Leal e Franga, 2006), entretanto seu peso testicular € menor. A
producdo espermatica estd altamente correlacionada com peso testicular (Amann, 1970;
Franca e Russell, 1998), porém, o tamanho do testiculo ndo acompanha
proporcionalmente o tamanho corporal, uma vez que mamiferos de pequeno porte tendem

a alocar maior propor¢dao de massa corporal e despreendimento energético no tecido

24



testicular do que mamiferos de maior porte (Kenagy e Trombulak, 1986; Franca e Russell,
1998).

Dentre os primatas ja estudados, o gorila (Gorilla gorilla) é a espécie de maior
porte e, interessantemente, € a que apresenta menor investimento corporal na forma de
massa testicular (Harcourt et al., 1981; Kenagy e Trombulak, 1986). Essa espécie tem
peso corporal acima de 160 kg e apenas cerca de 0,02% desse valor esta alocada em massa
gonadal, ao passo que o sagui-comum (Callithrix jacchus) pesa cerca de 320 g e tem cerca
de 0,41% deste valor alocado nos testiculos. Proporcionalmente, o investimento desse
sagui em massa gonadal é cerca de 20 vezes maior que o investimento do gorila (Harcourt
et al., 1981; Kenagy e Trombulak, 1986). O fato de o tamanho testicular ndo
necessariamente acompanhar o tamanho do corpo contribui para uma economia
energética, uma vez que animais de grande porte produziriam quantidades
execessivamente grandes de espermatozoides (Paula, 1999).

Os percentuais de tibulo seminifero e intertdbulo, IGS, ITS, IIS e sistema de
acasalamento de diferentes espécies de primatas estdo apresentados na tabela 2. Os
animais estudados apresentaram IGS igual a 0,15%. Segundo Kenagy e Trombulak
(1986), mamiferos que apresentam acasalamento do tipo single-male (monogamia e
poliginia) tendem a apresentar IGS mais baixo, uma vez que a competicdo para a
producdo de progénie ocorre no acesso a fémea. Por outro lado, espécies com
acasalamento do tipo multi-male (promiscuidade e poliandria), em que mais de um macho
tem acesso a fémea durante o periodo reprodutivo, a competi¢do pela progénie ocorre
diretamente no interior dos 6rgdos genitais femininos, ou seja, a competicao espermatica
juntamente com a intensa atividade copulatéria podem ter favorecido a selecdo de animais
com maior volume testicular (Harcourt et al., 1981; Harvey e Harcourt, 1984). Dentro da
ordem Primates, por exemplo, os chimpanzés (Pan troglodytes) sdo altamente promiscuos
e os gorilas (Gorilla gorilla) vivem em sistemas poliginicos, enquanto os chimpanzés
apresentam aproximadamente um quarto do peso corporal dos gorilas, seu peso testicular
€ cerca de quatro vezes maior, sendo o IGS dos chimpanzés cerca de 13 vezes maior que
o dos gorilas (Harcourt et al., 1981).

O sistema reprodutivo do género Callithrix, segundo diferentes autores, implica
em padrdes de acasalamento que podem variar de monogamia, poliandria a poliginia
(Abbott, 1984; Stevenson e Rylands, 1988; Coutinho e Corréa, 1995; Ferrari e Digby,
1996; Nievergelt et al., 2000). Em certos grupos sociais apenas o casal dominante se

reproduz, pois este inibe fisiologica e comportamentalmente os outros membros do grupo,
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mantendo-se desse modo um sistema monogamico de acasalamento (Abbott, 1984),
porém, essa inibicdo as vezes € falha. A inibi¢do que o macho dominante impde sobre os
seus subordinados € apenas comportamental, ou seja, quando o macho dominante nao
estd proximo os machos subordinados podem tentar acasalar com a fémea dominante
(Stevenson e Rylands, 1988). E, mesmo que a inibi¢cdo induzida pela fémea dominante
sobre suas subordinadas seja fisioldgica e comportamental, isso ndo impede totalmente a
reproducdo das subordinadas (Coutinho e Corréa, 1995; Arruda et al., 2005).

Harcourt et al. (1981) e Kenagy e Trombulak (1986) definem o IGS do C. jacchus
como sendo 0,41%, e tratam esta espécie como sendo monogamica, este valor € cerca de
trés vezes maior do que o encontrado para os individuos de C. geoffroyi estudados. Um
valor proximo ao descrito aqui para o sagui-da-cara-branca foi também descrito para uma
espécie de macaco-da-noite (Aotus trivirgatus), um pequeno primata monogamico
(Harcourt et al.,1981).

A propor¢do de tibulos seminiferos presente no testiculo € diretamente
relacionada a producgdo espermatica (Franca e Russell, 1998), sendo esperado, portanto,
que espécies promiscuas e polidndricas apresentem uma maior propor¢do somadtica de
tabulo seminifero, consequentemente maior producdo espermdtica, que espécies
monogamicas e poliginicas. J4 a relacdo entre a proporcdo de tecido intertubular e o
sistema de acasalamento ndo € tdo direta, ou seja, a concentracdo de testosterona
influencia diretamente o comportamento do animal, mas a sua producdo pelas células de
Leydig no intertibulo sofre variacdes resultantes mais especificamente da capacidade
individual da célula em secreta-la do que das variagdes relativas a propor¢ao somatica
destas células no testiculo (Ewing et al., 1979; Russell, 1996). Estudos mostram que o
aumento dos niveis de testosterona pode levar ao aumento de comportamentos agressivos,
e essa maior agressividade favorecer o acesso a fémea durante disputas entre machos por
parceiras reprodutivas (Cavigelli e Pereira, 2000; Muller e Wrangham, 2004).

Como ja mencionado, animais de pequeno porte tendem a apresentar maior
investimento corporal em massa testicular que animais de grande porte (Kenagy e
Trombulak, 1986), da mesma forma o investimento corporal na forma de tubulos
seminiferos (ITS) parece também seguir essa tendéncia. Neste sentido na maioria dos
primatas de pequeno porte analisados observa-se uma maior proporcdo testicular e
somdtica de tubulos seminiferos em relagdo aos animais de grande porte (Tabela 2).

O Gorilla gorilla, além de ser o maior primata existente, apresenta sistema de

acasalamento poliginico (single-male), caracteristicas confluentes para um menor
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investimento testicular somético, e desta forma € a espécie que apresenta 0os menores
valores de IGS, ITS e IIS ja calculados (Tabela 2) (Harcourt et al., 1981; Kenagy e
Trombulak, 1986; Leal e Francga, 2006; Fujii-Hanamoto et al., 2011; Dixson, 2012). J4 os
indices somadticos testiculares médios dos individuos de C. geoffroyi estudados
apresentam-se entre os valores mais baixos registrados para as espécies de primatas
neotropicais. Baseado no tamanho corporal esta é uma informacgdo atipica, porém a
caracteristica monogamica (single-male) parece influenciar fortemente no sentido deste

baixo investimento testicular.
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Tabela 2: Espécies de primatas do Novo e Velho Mundo e seus respectivos pesos corporais € testiculares; percentuais testiculares de tibulo
seminifero (TS) e intertdbulo (IT); indices gonadossomatico (IGS), tubulossomético (ITS) e intertubulosssomético (IIS); e sistema de acasalamento

(SA).
Corpo Testiculo TS IT IGS ITS IS
Espécie SA Ref.
(2 (mg) (%) (%) (%) (%) (%)
; Harcourt et al.
C. jacchus 2 90 10 0,36 0,04 SM#* ’
g 3:2x10 1300 04 1981e Dixson, 2012
C. penicillata 3x10? 1077 924 7,6 0,36 0,33 0,02 SM* Leal e Franca, 2006
C. geoffroyi 3,96x10? 603 90,07 9,93 0,15 0,14 0,016 Presente estudo
M. fascicularis 5.6x10° 17500 82,5 17,5 0,31 0,26 0,055 MM° Zhengwei et al., 1997
Harcourt et al.,
P. troglodytes 443x10* 118800 76,6 234 027 021 0,063 MM° 98] e Fujii-Hanamoto et
al., 2011
Harcourt et al.,
G. gorilla 1,69x10° 20600 598 40,2 0,017 001 0007  SM° 1981 e Fujii-Hanamoto

et al., 2011

*(SM) single-male: monogamia ou poliginia; °(MM) multi-male: promiscuidade ou poliandria
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O parénquima testicular é envolto pela tinica albuginea que emite septos que
dividem o parénquima em lobos. Esses septos ndo estdo sempre evidentes, porém nas
espécies em que sdo bem desenvolvidos eles podem ser observados convergindo no
sentido do mediastino testicular (Dyce et al., 2010). A tdnica albuginea e o mediastino
sdo parte da morfologia testicular, embora ndo participem diretamente do processo
espermatogénico ou da secrecdo de andrégenos (Azevedo et al., 2006; Costa et al., 2011).
Em viérios estudos o peso do parénquima testicular é considerado como sendo o peso
testicular descontado os valores de albuginea e mediastino testiculares (Johnson et al.,
1981; Azevedo et al., 2006; Mascarenhas et al., 2006; Costa et al., 2011), esse também
pode ser chamado de peso liquido testicular (Bringel et al., 2013).

Com relacdo as propor¢des desses componentes no testiculo dos individuos de C.
geoffroyi estudados observou-se que a albuginea ocupa um percentual médio de 7% de
seu volume testicular, sendo a mesma propor¢do também descrita para o C. penicillata
(Leal e Franca, 2006). Nao foi possivel observar macroscopicamente o mediastino
testicular nos animais de estudo, sendo assim a mensuracdo deste componente ndo pdde
ser realizada. O volume do testiculo, da albuginea e o volume liquido testicular estdo

apresentados na tabela 3.

Tabela 3: Volume testicular e morfometria de tibulo seminifero de Callithrix geoffroyi
adultos.

Parametro Média = DP CV (%)
Volume testicular (ml) 0,603 + 0,151 25,04
Volume albuginea (ml) 0,042 + 0,010 25,04
Volume liquido testicular (ml) 0,561 + 0,140 25,04
Altura de epitélio seminifero (um) 69,12 + 4,95 7,16
Diametro tubular (um) 232,38 £17,48 7,52
Comprimento tubular por grama de testiculo (m/g) 10,79 £ 1,86 17,21
Comprimento tubular por testiculo (m) 6,37 + 1,25 19,65

DP: desvio padrao; CV: coeficiente de variagdao

Certos parametros quantitativos relacionados ao tdbulo seminifero, como
diametro tubular, altura de epitélio, comprimento tubular total e por grama de testiculo,
apresentam uma correlacido positiva com a atividade espermatogénica (Tingari et al.,
1984; Franca e Russell, 1998; Souza et al., 2005). Os valores encontrados para esses

parametros para os saguis-da-cara-branca estudados também estao descritos na tabela 3.
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O diametro do tibulo seminifero em mamiferos tende a variar de 171 a 287 um
(Franca e Russell, 1998; Azevedo et al. 2006; Caldeira et al., 2010; Morais et al., 2017).
Sendo que, o valor encontrado para os animais estudados ¢ menor que o descrito por Leal
e Franca (2006) para C. penicillata e por Hodges e Hearn (1977) para C. jacchus, e maior
que o descrito para M. fascicularis por Zhengwei et al. (1997), porém esta dentro da faixa
de variagdo apresentada acima.

A altura de epitélio encontrada para os inviduos de C. geoffroyi estudados € menor
que o apresentado para o C. penicillata (Leal e Franca, 2006), porém faz parte da
amplitude de variacdo observada para animais domésticos e selvagens, que seria de 60 a
100 um (Franca e Russell 1998; Azevedo et al., 2006; Barros et al., 2006; Caldeira et al.,
2010). Os saguis-da-cara-branca estudados apresentam comprimento de tdbulo
seminifero por testiculo e por grama de testiculo menor que o descrito para a maioria dos
animais domésticos ja estudados (Franga e Russell 1998), e menor também que o
apresentado para alguns mamiferos selvagens, como Panthera onca (Azevedo et al.,
2006), C. penicillata (Leal e Francga, 2006), Chrysocyon brachyurus (Bittencourt et al.,
2007) e Cerdocyon thous (Caldeira et al., 2010).

CONCLUSAO

Os saguis-da-cara-branca estudados apresentaram pequena proporcao do peso
corporal alocado em massa testicular, sendo que em comparagdo a outros primatas, de
modo geral, eles apresentaram valores baixos de IGS, ITS e IIS. Apresentaram também
reduc@o dos valores relacionados aos parametros quantitativos dos tibulos seminiferos
quando comparado a outros mamiferos.

Esses valores baixos estdo de acordo com o sistema de acasalamento tipo single-
male, pois neste tipo de estratégia de acasalamento uma grande producdo espermatica
poderia ser considerada como um desperdicio energético, uma vez que a competicao para
a producdo de progénie ocorre no acesso a fémea e ndo no interior dos 6rgaos genitais

femininos.
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MORFOFISIOLOGIA DO TECIDO INTERTUBULAR E DAS CELULAS DE
LEYDIG DE Callithrix geoffroyi ADULTOS

RESUMO

O compartimento intertubular do testiculo é formado por tecido conjuntivo frouxo, vasos
sanguineos e linféticos, nervos e diversos tipos celulares, como fibroblastos, células
plasmaticas, linfdcitos e, principalmente, células de Leydig. A organizacdo quantitativa e
o arranjo desses componentes no tecido intertubular € bem varidvel entre as espécies.
Deste modo, o objetivo desta pesquisa foi descrever o arranjo histolégico do tecido
intertubular de saguis-da-cara-branca, Callithrix geoffroyi, a partir da quantificagdo dos
diferentes componentes desse tecido e da caracterizacdo das células de Leydig. Para tal,
foram utilizados fragmentos testiculares de cinco animais adultos de vida livre para
confeccdo e andlise de 1aminas histoldgicas. Grande parte tecido intertubular do testiculo
dos animais estudados € constituido por tecido conjuntivo (79,26%), € o restante por
células de Leydig (11,5%), vasos sanguineos (7,59%) e linfaticos (1,65%). O intertibulo
desses individuos apresentou organizagdo tipo II de Fawcett et al. (1973), similar ao
descrito para humanos e macacos rhesus. Os saguis-da-cara-branca estudados
apresentaram também 7,28 um de didmetro nuclear médio, volume médio individual de
célula de Leydig de 916,32 um?3, nimero de células de Leydig por grama de testiculo de
13,7x10° e por testiculo de 4x10°, e indice leydigossomatico (ILS) de 0,0017%. De modo
geral, os valores apresentados pelos animais de estudo para os parametros morfométricos
quantitativos de células de Leydig sdo proximos aos descritos para o C. penicillata, porém
seu ILS estd abaixo do descrito para esta e outras espécies de mamiferos. Um valor mais
baixo de ILS ndo implica necessariamente que sua producdo de testosterona seja baixa,
uma vez que as poucas células de Leydig existentes no testiculo dessa espécie podem ser

altamente produtivas.

INTRODUCAO

Os primatas do género Callithrix sdo nativos da regido centro-leste do Brasil,
sendo o Callithrix jacchus naturalmente encontrado na Caatinga, o Callithrix penicillata
naturalmente encontrado no Cerrado, e os Callithrix kuhlii, Callithrix geoffroyi, Callithrix
aurita e Callithrix flaviceps nativos da Mata Atlantica (Rylands et al., 2009).
Historicamente, essas espécies eram isoladas uma das outras por barreiras fisicas, como
grandes rios e cadeias montanhosas, o que impedia o contato entre elas, entretanto, o

isolamento que existia entre essas espécies foi rompido por interferéncia humana,
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principalmente através da introducdo de espécies fora de sua drea de ocorréncia natural
(Rylands et al., 1996; Silva et al., 2018). Apesar de cada espécie de Callithrix apresentar
caracteristicas morfométricas, padrdo de coloracdo da pelagem e vocalizacao Unicas, iSSO
ndo impede que individuos de diferentes espécies dentro desse género se reconhecam
como parceiros reprodutivos, ocorrendo desse modo eventos de hibridacdo (Mendes et
al., 2009; Fuzessy et al., 2014).

De acordo com diferentes autores, o sistema de acasalamento dos animais desse
género pode variar de monogamia e poliginia (single-male) a poliandria (multi-male)
(Abbott, 1984; Stevenson e Rylands, 1988; Coutinho e Corréa, 1995; Ferrari e Digby,
1996; Nievergelt et al., 2000). Segundo Kenagy e Trombulak (1986), em estudo realizado
com diferentes espécies de mamiferos, existe uma correlacdo entre os diferentes tipos de
sistemas de acasalamento e o investimento corporal em massa testicular e, uma vez que
a produgdo espermatica esta altamente correlacionada com peso testicular (Amann, 1970;
Franca e Russell, 1998), espécies com comportamento tipo single-male (monogamia e
poliginia) tendem a apresentar menor investimento corporal em gonada, uma vez que a
competi¢do para a producio de progénie ocorre no acesso a fémea, enquanto que em
espécies com comportamento tipo multi-male (promiscuidade e poliandria) € esperado
um maior investimento corporal em massa testicular, visto que a competicdo pela
progénie ocorre diretamente no interior dos Orgdos genitais femininos (Kenagy e
Trombulak, 1986).

Se por um lado € esperado que espécies tipo single-male apresentem baixa
producdo espermética (Kenagy e Trombulak, 1986; Firman et al., 2015), por outro lado
espera-se que sua producdo de andrdogenos seja alta, uma vez que estes sao
responsabilizados pelo aumento de comportamentos agressivos, € a maior agressividade
favorece o acesso a fémea durante disputas entre machos por parceiras reprodutivas
(Cavigelli e Pereira, 2000; Muller e Wrangham, 2004).

A producao de testosterona € realizada pelas células de Leydig que estdo alocadas
no interior do compartimento intertubular do testiculo (Amann e Schanbacher, 1983;
Russell, 1996). Esse compartimento é formado também por tecido conjuntivo frouxo,
vasos sanguineos e linfaticos, nervos e diversos outros tipos celulares, como fibroblastos,
células plasmaéticas, linfécitos e mastdcitos (Hooker, 1970; Weinbauer et al., 2010). A
organizagdo quantitativa e o arranjo desses componentes no intertibulo é bem varidvel
interespecificamente e foi classificada em diferentes padroes por Fawcett et al. (1973),

porém a correlacdo destes padroes com a produtividade, o armazenamento e o transporte
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da testosterona ainda nao € totalmente esclarecida. Segundo Zirkin et al. (1980) ha
também uma grande variagdo fisioldgica individual na produtividade de testosterona pela
célula de Leydig, estes autores relacionam a composicao citoplasmatica como sendo uma
caracteristica produtiva mais relevante que simplesmente a sua propor¢cao volumétrica
testicular.

O C. geoffroyi é uma das espécies de primatas que apresenta menor investimento
corporal em massa testicular, mais especificamente em tibulos seminiferos, indicando,
portanto, uma baixa produgdo espermadtica, o que condiz com a estratégia de acasalamento
tipo single-male (Silva et al., in prep.), porém este mesmo estudo indica que a relacdo
intertubulossomadtica dessa espécie também é baixa. Sendo assim, o objetivo desta
pesquisa foi descrever o arranjo histolégico do tecido intertubular de saguis-da-cara-
branca, Callithrix geoffroyi, a partir da quantificacdo dos diferentes componentes desse

tecido e da caracterizacdo das células de Leydig.

MATERIAIS E METODOS

Os procedimentos realizados tiveram aprovagio da Comissdo de Etica no Uso
Animal da Universidade Federal de Vigosa (CEUA-UFV), protocolo n° 70/2015, e do
Sistema de Autorizacdo e Informagao em Biodiversidade do Instituto Brasileiro do Meio
Ambiente (SISBIO - IBAMA), licenca n® 50717-1. As capturas dos animais e coletas de
material ocorreram nos meses de outubro e novembro de 2015.

O presente trabalho utilizou amostra testicular de cinco saguis-da-cara-branca
(Callithrix geoffroyi) adultos de vida livre que foram capturados em grupos de animais ja
habituados a presenca humana nos municipios de Cariacica e Vila Velha, Espirito Santo,
Brasil. Os animais foram capturados com o auxilio de armadilhas iscadas com pedagos
de banana. Sendo, posteriormente, anestesiados com quetamina (10 mg/kg) e xilazina (0,5
mg/kg) (Carpenter, 2005); pesados em balanca digital; mensurados com paquimetro
digital (Starfer®) quanto ao comprimento, largura e espessura dos testiculos. A espessura
de uma prega dupla de pele do escroto foi ainda mensurada.

Um dos testiculos foi coletado através de cirurgia de hemicastragdo. A técnica
cirtrgica utilizada foi baseada nos procedimentos realizados em animais domésticos, com
a incisdo cirurgica realizada na regido inguinal pré-pubica, remocdo do testiculo e
epididimo em técnica aberta com ligadura pedicular com fio de nylon 3-0 e sutura de pele
com ponto U deitado separado com fio de naylon 3-0. Como medidas profilaticas p0s-

operatorias, os animais receberam antibidtico (oxitetraciclina, 10 mg/kg) e anti-
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inflamatério (meloxican, 0,2 mg/kg). Os animais foram soltos préximos ao local de
captura ap6s a completa recuperacao dos efeitos anestésicos.

ApoOs a coleta, e antes de serem imersos em solucdo fixadora de Karnovsky
(Karnovsky, 1965), os testiculos tiveram a albuginea perfurada em diversos pontos com
o uso de uma agulha hipodérmica com o objetivo de melhorar a perfusdo do fixador.
Posteriormente, os testiculos foram seccionados longitudinalmente e mantidos em
solugdo de Karnovsky por 24 horas. Apds este periodo o material foi transferido e
armazenado em dlcool 70% até o momento do processamento histolégico.

O volume dos testiculos foi calculado através de suas dimensdes a partir da
. . 4
férmula do volume do elipsoide: : 3 nABC, onde A = metade da largura, B = metade da

espessura, C = metade do comprimento, como as mensuracdes foram realizadas
percutaneamente foi descontada das dimensdes testiculares o valor relativo a espessura
de uma prega de pele escrotal (Mascarenhas et al., 2006; Araujo et al., 2013). E, uma vez
que a densidade volumétrica do tecido testicular de mamiferos é aproximadamente
1g/mL, o volume testicular foi considerado igual ao peso testicular (Johnson et al., 1981).

Foi considerado como peso liquido testicular o volume testicular descontado o
volume da albuginea (Bringel et al., 2013). Para tal, foi calculada a espessura média da
albuginea, por meio de mensurac¢io em trés pontos distintos com o uso de um paquimetro
digital (Starfer®), e este valor descontado das mensuracdes testiculares, obtendo assim o
volume liquido testicular.

Retirou-se um fragmento de cada testiculo coletado, e estes foram submetidos a
desidratacdo em série crescente de dlcoois (70, 80, 90% e absoluto) e incluidos em resina
de metacrilato (Leica Historesin®). Posteriormente, foram realizados cortes histolégicos
de 3um de espessura, em microtomo rotativo com navalha de vidro, para a confeccdo de
laminas histoldgicas, as quais foram coradas com azul de toluidina / borato de sédio 1%,
e montadas com laminulas de vidro com o uso de resina (Entelan®).

Para o célculo da propor¢ao volumétrica de cada componente do parénquima
testicular foram fotografados, em imagens digitais com o auxilio de um fotomicroscépio
(Motic BA410) equipado com camera digital Moticam Pro 252B, 20 campos aleatdrios
do parénquima testicular com aumento de 400x e por meio do programa Microsoft Office
Power Point® foram sobrepostas grades com 500 pontos em cada imagem.
Posteriormente, foram contabilizados pontos coincidentes sobre o compartimento tubular

e sobre o compartimento intertubular (células de Leydig, vasos sanguineos, vasos
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linfaticos e tecido conjuntivo). Desse modo pdde-se inferir suas proporcdes volumétricas
ao peso calculado para o parénquima testicular obtendo-se assim os valores relativos aos
seus volumes no testiculo.

O didmetro médio dos nicleos das células de Leydig foi obtido através da
mensuragdo do diametro de 20 células diferentes, por animal, em aumento de 1000x,
sendo selecionadas as células que possuiam melhor contorno nuclear e nucléolo evidente.

Para o calculo do volume nuclear das células de Leydig foi utilizado a férmula do volume
da esfera (4/ 3nr3, onde r = metade do didmetro nuclear). Pela razdo nudcleo/citoplasma,

calculou-se o volume do citoplasma e consequentemente o volume de uma célula de
Leydig. Inferindo-se o volume de uma célula pelo volume total de células de Leydig,
calculou-se o numero destas células por testiculo, e dividindo-se pela massa testicular,
obteve-se o seu numero por grama de testiculo (Sarti et al.,, 2011). O indice
leydigossomatico (ILS) foi calculado a partir do volume total de células de Leydig e do
peso corporal, através da formula: ILS = (peso de células de Leydig / peso corporal) x
100 (Mascarenhas et al., 2006; Sarti et al., 2011; Morais et al., 2017).

Os dados obtidos para o Callithrix geoffroyi foram analisados segundo estatistica

descritiva quanto a média, desvio padrdo (DP) e coeficiente de variacdo (CV).

RESULTADOS E DISCUSSAO

O compartimento intertubular do testiculo dos saguis-da-cara-branca estudados
ocupa cerca de 10% do volume liquido testicular, enquanto o compartimento tubular
ocupa aproximadamente 90%. Grande parte de seu tecido intertubular é constituido por
tecido conjuntivo (79,26%), e o restante € composto por células de Leydig (11,5%), vasos
sanguineos (7,59%) e linfaticos (1,65%).

O tecido conjuntivo frouxo € responsavel pelo estabelecimento e manutencao da
estrutura fisica do parénquima testicular, e gracas a sua composicao flexivel ele € capaz
de suportar pressdo e manter-se edemaciado (Fawcett et al.,1973; Junqueira e Carneiro,
2011). Segundo Sharpe (1994), um edema tecidual € fisiologicamente observado no
tecido intertubular em mamiferos, sendo este imprescindivel para a manutencao local de
altos niveis da testosterona produzidos pelas células de Leydig e requeridos no processo
espermatogénico, por outro lado, € necessdrio ainda a manutencdo regular de
concentracdes séricas de testosterona, indispensdvel para a as caracteristicas sexuais

secunddrias espécie-especificas.
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Os componentes do compartimento intertubular do testiculo sdo 0os mesmos entre
as diferentes espécies de mamiferos, entretanto eles estdo organizados em diferentes
arranjos quanto a proporcao de células de Leydig, vasos linféticos e tecido conjuntivo
(Fawcett et al.,1973; Russell, 1996). Os mamiferos geralmente seguem trés padrdes
distintos de organizacdo do intertubulo: no arranjo do tipo I existem extensos espagos
linfaticos, uma pequena propor¢do de células de Leydig e pouco tecido conjuntivo; no
arranjo tipo II existem grupos de células de Leydig espalhados em um vasto tecido
conjuntivo frouxo, com capilares sanguineos e vasos linfaticos localizados centralmente;
e no arranjo tipo III existem grandes quantidades de células de Leydig que ocupam quase
todo compartimento intertubular, apresentando também pouco tecido conjuntivo e vasos
linfaticos (Fawcett et al.,1973).

Grande parte do intertubulo testicular dos saguis-da-cara-branca estudados
apresenta uma organizag¢do do tipo II, semelhante ao descrito para humanos por Fawcett
et al. (1973), com dreas intertubulares espagosas contendo abundante tecido conjuntivo
frouxo edematoso, presenca de linfaticos, vasos sanguineos e pequenos grupos de células
de Leydig (Figura 1A), porém, em algumas regides deste espagco (em torno de 20%) o
arranjo observado, embora ainda com caracteristica do padrao tipo II, € mais similar ao
retratado para o macaco rhesus (Fawcett et al., 1973), com dreas menos espacosas, tecido
conjuntivo frouxo pouco evidente, presenca de linfaticos e células de Leydig, isoladas ou

em aglomerados, contendo numerosas goticulas lipidicas (Figura 1B).
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Figura 1: (A) e (B) Corte transversal de testiculo de Callithrix geoffroyi adultos, com
destaque para os (TS) tibulos seminiferos e os componentes do compartimento
intertubular: tecido conjuntivo (TC), espago linfatico (EL), vaso sanguineo (VS), vaso
linfatico (VL), célula de Leydig (CL) e goticulas lipidicas presentes no citoplasma das
células de Leydig (*). Coloragdo azul de toluidina, objetiva 100x.
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A propor¢do de células de Leydig no parénquima testicular, assim como
diametro nuclear da célula de Leydig, o volume celular, o nimero de células no testiculo

e por grama de testiculo e o indice leydigossomatico estdo apresentados na tabelal.

Tabela 1: Propor¢do de células de Leydig, didmetro nuclear de células de Leydig, volume
de célula de Leydig, nimero de células de Leydig por testiculo e por grama de testiculo
e indice leydigossomadtico de Callithrix geoffroyi adultos.

Parametros de células de Leydig Média = DP CV (%)
Proporcao células no testiculo (%) 1,14 £ 0,45 39,50
Propor¢ao niicleo células de Leydig (%) 0,27 £0,12 44,90
Proporcao citoplasma células de Leydig (%) 0,87 £0,37 42,42
Diametro nuclear (um ) 7,28 £ 0,26 3,58
Volume da célula (um3) 916,32 + 285,30 31,13
Volume nuclear (um3) 202,88 +22,10 10,89
Volume citoplasma (um3) 713,44 £ 276,71 38,78
N° células por testiculo (x10%) 4+1,81 45,17
N° células por grama testiculo (x10%) 13,7 £ 6,28 4575
Indice leydigossomético (%) 0,0017 = 0,0005 30,16

DP: desvio padrdo; CV: coeficiente de variacao

O diametro nuclear é usado para se calcular o volume nuclear da célula de
Leydig e, conhecendo-se a propor¢do nucleo-citoplasma desta célula, pode-se estimar
também o seu volume celular, os valores desses pardmetros apresentam grande variagao
interespecifica. No presente trabalho, o C. geoffroyi apresentou 7,28 um de diametro
nuclear médio, o que permitiu a estimativa de um de volume médio individual de célula
de Leydig de 916,32 um?3 (Tabela 1), ao passo que no C. penicillata € descrito,
respectivamente, valores médios de 8,6 um e 1416 um3 (Leal e Franca, 2006).
Curiosamente valores se aproximam aos observados em jaguatirica (Leopardus pardalis),
8,48 um e 913,39 um3, respectivamente (Sarti et al., 2011). J4 no morcego (Desmodus
rotundus) o diametro médio nuclear é muito maior (20,31 um), porém com volume
celular semelhante (1053,88 um?3) (Morais et al., 2017).

Os niveis de andrégenos em uma determinada espécie sdao determinados por
inimeros requerimentos fisioldgicos, dentre eles os comportamentos social e reprodutivo
sdo extremamente relevantes (McDonnell, 1995; Cavigelli e Pereira, 2000). Espécies com
sistemas de acasalamento que necessitam de maior interagdo agonistica na disputa de

acesso reprodutivo a fémea exigem maiores investimentos androgénicos em relacao
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aqueles sistemas em que hd apenas competicdo espermadtica no interior do trato genital
feminino (Moreira et al., 1997; Muller e Wrangham, 2004). No primeiro caso, esse maior
investimento androgénico pode-se apresentar sob diferentes aspectos espécie-especificos,
por exemplo, na capivara a proporcdo volumétrica testicular de células de Leydig é a
maior j4 registrada em mamiferos (Costa e Paula, 2006; Paula et al., 2007), por outro lado
Ewing et al. (1979) implicam a capacidade produtiva individual da célula de Leydig como
sendo mais relevante do que o seu volume celular total no testiculo. Neste sentido, Zirkin
et al. (1980) correlacionam altamente a producdo androgénica a quantidade de reticulo
endoplasmatico liso presente no citoplasma das células de Leydig.

O ndmero de células de Leydig por grama de testiculo encontrado para os
individuos de C. geoffroyi estudados (13,7x10°) é similar ao descrito por Leal e Franca
(2006) para o C. penicillata (13,9x10%). Por outro lado, o seu valor de ILS (0,0017%) é
um dos menores valores ja descritos para mamiferos, independente do sistema de
acasalamento adotado, por exemplo, em C. penicillata, espécie monogamica, esse indice
€ 0,0072% (Leal e Franca, 2006), em Hydrochoerus hydrochaeris, espécie poliginica, €
0,0411% (Paula et al., 2007) e em Desmodus rotundus, espécie promiscua, € 0,015%
(Morais et al., 2017). Mesmo que o C. geoffroyi apresente valores mais baixos de ILS que
outras espécies de mamiferos, isso ndo implica necessariamente que sua producdo de
testosterona seja baixa, uma vez que as poucas células de Leydig existentes no testiculo

dessa espécie podem ser altamente produtivas.

CONCLUSAO

A organizacdo dos componentes do intertibulo testicular dos individuos de C.
geoffroyi estudados se assemelha ao padrdo tipo II descrito por Fawcett et al. (1973), que
€ também descrito para outras espécies de primatas. E, de modo geral, os valores
encontrados para os parametros morfométricos quantitativos de células de Leydig para os
animais estudados sdo proximos aos descritos para o C. penicillata, porém seu ILS esta

abaixo do descrito para esta e outras espécies de mamiferos.
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RENDIMENTO INTRINSECO DO PROCESSO ESPERMATOGENICO E
INDICES DE CELULAS DE SERTOLI EM SAGUIS-DA-CARA-BRANCA,
Callithrix geoffroyi

RESUMO

O conhecimento sobre a biologia reprodutiva das espécies tem importante papel em
trabalhos de reprodug¢do com foco conservacionista, entretanto essas informagdes sao
escassas para muitas espécies, como € o caso de diversos primatas, dentre eles o Callithrix
geoffroyi. A quantificacdo histoldgica testicular € importante para o entendimento da
biologia reprodutiva de uma espécie. Em adicdo, o conhecimento da cinética do epitélio
seminifero € uma estratégia de avaliacdo da capacidade espermatogénica, que pode ser
realizada a partir da quantificagdo das células germinativas em diferentes fases de
desenvolvimento ao longo do ciclo do epitélio seminifero, desse modo, o objetivo desta
pesquisa foi descrever e quantificar, para o C. geoffroyi, os rendimentos intrinsecos da
espermatogénese, assim como os indices de capacidade suporte das células de Sertoli e
as reservas espermaticas testiculares. Para tal, utilizou-se fragmentos testiculares de cinco
animais adultos para confec¢do e andlise de laminas histolégicas. O rendimento geral da
espermatogénese dos animais estudados foi de 4,7%, ou seja, ao longo do processo 95,3%
do seu potencial de producdo foi eliminado ou deixou de ser produzido. A capacidade de
suporte das células de Sertoli foi semelhante ao descrito para outras espécies de Callithrix,
porém apresentou uma baixa reserva espermaética por grama de testiculo. De modo geral,
os animais estudados apresentaram reduzido investimento produtivo, o que condiz com o
sistema de acasalamento tipo single-male (monogamia e poliginia), visto que nesta
estratégia reprodutiva a competi¢ao pela prole ocorre no acesso a fémea e nao através de

competicdo espermadtica no interior dos 6rgdos genitais femininos.

INTRODUCAO

Os primatas neotropicais compdem um grupo de mamiferos muito abundante e
diversificado (Rylands et al., 2012), sendo que para diversas espécies poucas informacodes
sobre aspectos relacionado a biologia reprodutiva, e mais especificamente ao processo
espermatogénico, sdo encontradas na literatura cientifica. Este € o caso do sagui-da-cara-
branca, Callithrix geoffroyi, um dos menores primatas endémicos da Mata Atlantica
brasileira, que é naturalmente encontrado nos estados do Espirito Santo, Bahia e Minas

Gerais (Rylands et al., 1993; Rylands e Mendes, 2018).
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O conhecimento a respeito da cinética do epitélio seminifero, assim como da
morfometria testicular fornecem informacdes importantes para o entendimento da
biologia reprodutiva de uma determinada espécie (Kenagy e Trombulak, 1986; Azevedo
et al., 2010). A quantificag¢@o histolégica do testiculo € um instrumento importante de
avaliagdo da capacidade espermatogénica de mamiferos tanto em condi¢des normais
como experimentais (Morais et al., 2012), no entanto para que isso ocorra € necessario o
conhecimento basico da cinética do processo espermatogénico e o entendimento do ciclo
do epitélio seminifero (Castro et al., 1997).

A producdo espermdtica é uma atividade fisiologicamente dispendiosa para o
organismo, porém a alta produ¢do de espermatozoides, antes que um gasto energético
demasiado, pode ser uma vantagem reprodutiva estratégica (Firman et al., 2013; Firman
et al.,, 2015). Em animais com sistemas de acasalamento do tipo multi-male
(promiscuidade e poliandria), ocorrem uma intensa competicdo espermaética no interior
dos 6rgaos reprodutivos da fémea, sendo assim, € favorecida a sele¢do de individuos com
maior producio de espermatozoides (Firman e Simmons, 2011; Firman et al., 2013), por
outro lado em sistemas de acasalamento do tipo single-male (monogamia e poliginia), a
principal vantagem seletiva € decorrente da capacidade de acesso exclusivo a fémea, uma
vez que ocorre pouca ou nenhuma competi¢do espermatica no interior da fémea (Firman
et al., 2013).

A quantificacdo das células germinativas em suas diferentes fases de
desenvolvimento € usualmente empregada no estudo da dinAmica espermatogénica, uma
vez que permitem estimar a eficiéncia das diferentes etapas deste processo (Russell et al.,
1990; Castro et al., 1997). A ocorréncia de degeneracdes e mortes celulares durante o
processo espermatogénico € um fendmeno natural, ou seja, durante as suas etapas de
desenvolvimento nunca € atingido uma eficiéncia total (Franca e Russell, 1998). As
células de Sertoli sdo as tnicas células somaticas observadas no epitélio seminifero sendo
encarregadas da sustentacdo, da nutricdo e da organizacdo das células germinativas ao
longo do epitélio seminifero, e com a¢do direta no controle da sua viabilidade (Russell et
al., 1990; Franca et al., 2016).

Dentro do género Callithrix, o C. geoffroyi é uma das espécies que apresenta
menor investimento corporal em massa testicular, mais especificamente em tibulos
seminiferos, o que é compativel com a sua estratégia de acasalamento tipo single-male
(Silva, 2019), neste sentido o objetivo desta pesquisa foi descrever e quantificar para o

sagui-da-cara-branca, C. geoffroyi, os rendimentos intrinsecos da espermatogénese, 0s
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indices de capacidade suporte de células de Sertoli, e as reservas espermaticas

testiculares.

MATERIAIS E METODOS

Os procedimentos realizados tiveram aprovacio da Comissdo de Etica no Uso
Animal da Universidade Federal de Vigosa (CEUA-UFV), protocolo n°® 70/2015, e do
Sistema de Autorizacdo e Informagdao em Biodiversidade do Instituto Brasileiro do Meio
Ambiente (SISBIO - IBAMA), licenca n° 50717. As capturas dos animais e coletas de
material ocorreram nos meses de outubro e novembro de 2015.

Foram capturados cinco saguis-da-cara-branca (Callithrix geoffroyi) adultos de
vida livre nos municipios de Cariacica e Vila Velha, Espirito Santo, Brasil. Apds a captura
os animais foram entdo anestesiados com quetamina (10 mg/kg) e xilazina (0,5 mg/kg)
(Carpenter, 2005) e os testiculos foram mesurados com paquimetro digital (Starfer®)
quanto ao comprimento, largura e espessura. A espessura de uma prega dupla de pele do

escroto foi ainda mensurada. Desse modo, o volume dos testiculos pode ser calculado
. . .., 4
através da férmula do volume do elipsoide: 3 nABC, onde A = metade da largura, B =

metade da espessura, C = metade do comprimento. Como as mensura¢des foram
realizadas percutaneamente foi descontada das dimensdes testiculares o valor relativo a
espessura de uma prega de pele escrotal (Mascarenhas et al., 2006; Araujo et al., 2013).

Uma vez que a densidade volumétrica do tecido testicular de mamiferos €
aproximadamente 1 g/mL, o volume testicular foi considerado igual ao peso testicular
(Johnson et al., 1981). Foi considerado como peso liquido testicular o volume testicular
descontado o volume da albuginea (Bringel et al., 2013). Para tal, foi calculada a
espessura média da albuginea, por meio de mensuracdo em trés pontos distintos com o
uso de um paquimetro digital (Starfer®), e este valor descontado das mensuragdes
testiculares, obtendo assim o volume liquido testicular.

Coletou-se um testiculo de cada animal através de cirurgia de hemicastragdao. A
técnica cirdrgica utilizada foi baseada nos procedimentos utilizados em animais
domésticos, com a incisdo cirtrgica realizada na regido inguinal pré-puibica, remocdo do
testiculo e epididimo em técnica aberta com ligadura pedicular com fio de nylon 3-0 e
sutura de pele com ponto U deitado separado com fio de naylon 3-0. Como medidas

profilaticas pds-operatorias, os animais receberam antibiotico (oxitetraciclina, 10 mg/kg)
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e anti-inflamatoério (meloxican, 0,2 mg/kg). Os animais foram soltos proximos ao local
de captura apds a completa recuperagdo dos efeitos anestésicos.

ApOs a coleta, os testiculos foram mantidos em solucdo fixadora de Karnovsky
(Karnovsky, 1965) por 24 horas, sendo posteriormente transferidos e armazenados em
dlcool 70%. Para o processamento histoldgico foi retirado um fragmento de cada um dos
testiculos coletados, e esses foram submetidos a desidratacdo em série crescente de
alcoois (70, 80, 90% e absoluto) e incluidos em resina de metacrilato (Leica Historesin®).
Posteriormente, foram realizados cortes histologicos de 3um de espessura, em micréotomo
rotativo com navalha de vidro, para a confeccao de laminas histoldgicas, as quais foram
coradas com azul de toluidina / borato de s6dio 1%, e montadas com laminulas de vidro
com o uso de resina (Entelan®).

Para o calculo da propor¢do volumétrica dos compartimentos testiculares foram
fotografados, em imagens digitais com o auxilio de um fotomicroscopio (Motic BA410)
equipado com camera digital Moticam Pro 252B, 20 campos aleatérios com aumento de
400x e por meio do programa Microsoft Office Power Point® foram sobrepostas grades
com 500 pontos em cada imagem. Posteriormente, foram contabilizados pontos
coincidentes sobre o compartimento tubular e intertubular.

Para o célculo dos coeficientes de eficiéncia das diferentes fases do processo
espermatogénico e da capacidade de suporte das células de Sertoli foram fotografadas 10
secgoes transversais de tibulos seminiferos, em aumento de 400x em cada animal, em
que apenas o estadio I do ciclo do epitélio seminifero, avaliado pelo método da morfologia
tubular (Guraya, 1987), estava presente. Nestes foram contabilizadas as populacdes: de
espermatogonia do tipo A (A), de espermatdcitos primdrios em pré-leptoteno/leptoteno
(PL), de espermatdcitos primarios em paquiteno (Pq), de espermatides arredondas (Ar) e
de células de Sertoli (CS). As populacOes celulares obtidas foram corrigidas
numericamente quanto a espessura do corte e didmetro nuclear, utilizando-se a férmula
de Abercrombie (1946) modificada por Amann (1962). Pelo fato de as células de Sertoli
apresentarem nucleo irregular, a contabilizacdo e a correcao populacional foram feitas a
partir do didmetro nucleolar médio (Costa e Paula, 2006).

O rendimento intrinseco da espermatogénese e os indices de capacidade suporte
das células de Sertoli foram determinados pelas razdes obtidas entre as populacdes médias
estimadas nas sec¢des transversais de tibulos, assim, foram calculados: o coeficiente de
eficiéncia de mitoses espermatogoniais (PL:A); coeficiente de manutencido da profase

meidtica (Pq:PL); o rendimento meiético (Ar:Pq); o rendimento geral da
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espermatogénese (Ar:A). Os indices de células de Sertoli, abrangeram as seguintes
razdes: A:CS; PL:CS; Pq:CS; Ar:CS e total de células germinativas:CS (Costa et al.,
2004; Mascarenhas et al., 2006).

Ao assumir que a perda celular durante a espermiogénese ndo € significativa
(Johnson et al., 2000) a reserva espermatica dos testiculos (RET) pode ser calculada
através da seguinte férmula: RET = (Ar x comprimento total de tibulo seminifero) /
espessura do corte (Barros et al., 2007; Morais et al., 2013). Considerando o formato
cilindrico do tibulo seminifero, o seu comprimento total pdde ser calculado através da
adaptagdo da féormula do volume de um cilindro, na qual: Comprimento tubular = (volume
total de tibulos seminiferos / drea da sec¢do transversal do tibulo seminifero), sendo a
4rea da secciio transversal calculada através da formula mr?, onde r é igual 2 metade do
didmetro médio dos tibulos seminiferos (Morais et al., 2017). O diametro médio dos
tabulos seminiferos foi mensurado a partir de 20 seccdes transversais de tibulos
seminiferos o mais circular possivel, na objetiva de 40x, para isso utilizou-se o programa
de andlise de imagem Motic Images Plus 2.0. Em cada sec¢do transversal foi realizado a
mensuragdo de dois didmetros, considerando-se como medida representativa a média
destes (Costa et al., 2004). Os dados obtidos foram analisados segundo estatistica

descritiva quanto a média, desvio padrdo (DP) e coeficiente de variaciao (CV).

RESULTADOS E DISCUSSAO

O testiculo mamifero apresenta dupla fun¢do no processo reprodutivo masculino,
sendo para isto constituido de um sistema tubular gametogénico, ladeado de um tecido
intertubular androgénico. Adicionalmente a tiinica albuginea e o mediastino testicular,
embora constituintes testiculares, ndo participam diretamente do processo
espermatogénico ou da secrecao hormonal (Azevedo et al., 2006; Costa et al., 2011), neste
sentido, considerando as fung¢des testiculares, torna-se adequado o conceito de um peso
liquido testicular no qual € considerado apenas a por¢do produtiva do peso testicular,
descontando-se assim os valores de albuginea e mediastino testiculares (Azevedo et al.,
2006; Costa et al., 2011; Bringel et al., 2013).

Nao foi possivel observar macroscopicamente a presenga do mediastino testicular
nos individuos avaliados, ja a albuginea testicular apresentou volume médio de 0,042 +
0,010 ml correspondendo a cerca de 7% do volume testicular total. Esta mesma propor¢ao

também foi descrita para o C. penicillata (Leal e Franga, 2006). Neste sentido, o volume
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liquido testicular médio foi calculado em 0,561 + 0,140 ml, uma vez que o volume médio
testicular total foi de 0,603 + 0,151 ml nos animais estudados.

O compartimento tubular dos animais de estudo ocupa cerca de 90% de seu peso
liquido testicular, em mamiferos domésticos e selvagens em geral esse compartimento
abrange por volta de 60 a 92% (Franca e Russell, 1998; Barros et al., 2006; Leal e Franca
2006; Caldeira et al., 2010; Silva et al., 2010). Em torno de 79% do compartimento
tubular dos C. geoffoyi estuados € composto pelo epitélio seminifero, 16% pelo lume
tubular e 5% pela tinica prépria. O epitélio seminifero, ou epitélio germinativo é
caracterizado pela presenca de células de Sertoli e de diferentes geracdes de células
germinativas, estas se apresentam em camadas em fases crescentes de desenvolvimento,
em direcdo ao lume tubular. Assim ao completar seu desenvolvimento os gametas sdao
liberados no lume tubular, e consequentemente hda uma migracdo das geracoes
subsequentes induzida pela formacao de nova geragdo na regido basal do tubulo.

As populagdes médias das diferentes geracdes celulares observadas em secgdes
transversais no estddio I do ciclo do epitélio seminifero, bem como as reservas
espermaticas testiculares do C. geoffroyi estdo apresentados na tabela 1. O ciclo do
epitélio seminifero (CES) pode ser classificado em oito estddios distintos e sequenciais
(Bitencourt et al., 2007), sendo que no estddio I s@o observadas, no sentido base-lume:
uma geracdo de espermatogdnias do tipo A, duas geracdes de espermatdcitos primarios
(pré-leptoteno e paquiteno) e uma geracdo de espermatides arredondadas. Uma vez que
estas geracoes sdo interdependentes a relacdo entre suas populagdes reflete diretamente o

rendimento intrinseco do processo espermatogénico (Castro et al., 1997).

Tabela 1: Populagdes celulares corrigidas em estddio I do ciclo do epitélio seminifero e

reservas espermaticas de Callithrix geoffroyi adultos.

Parametros Média + DP CV (%)
Espermatogonia tipo A 4,00 £ 0,62 15,42
Espermatdécito primdrio em pré-leptoteno/leptoteno 12,98 + 4,54 35,01
Espermatdcito primario em paquiteno 15,98 £2,78 17,39
Espermatide arredondada 48,28 +7,32 15,15
Células de Sertoli 6,27 £0,74 11,72
Reserva espermatica testicular (x10%) 104 + 31,8 30,48
Reserva espermética por grama de testiculo (x10°) 173 £ 36,2 20,93

DP: desvio padrao; CV: coeficiente de variacao
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O desenvolvimento e maturacao das células germinativas nos vertebrados ocorre
de forma semelhante, ou seja, a partir de mitoses espermatogoniais as células tronco
mantém o seu nimero enquanto produzem novas células diretamente implicadas no
processo espermatogénico (Russell et al., 1990; Pudney, 1995). Estas espermatogdnias,
comprometidas com a espermatogénese, ddo origem a espermatdcitos primarios apds uma
série de mitoses envolvendo um nudmero espécie-especifico de geracdes. Os
espermatdcitos primdrios passam entdo por um processo meidtico gerando as
espermdtides que, por sua vez, sofrem uma série de mudancas morfolégicas e se
transformam em espermatozéides (Pudney, 1995). O rendimento espermatogénico,
entretanto, nao atinge a eficiéncia maxima de 100%, pois além das perdas celulares que
naturalmente ocorrerem durante o processo, as células de Sertoli regulam suas populacdes
de acordo com a sua capacidade de suporte (Clermont, 1972). Desse modo, as razdes
numéricas entre os tipos celulares por seccdo transversal de tubulo seminifero constituem
uma forma acurada para se estimar a eficiéncia da espermatogénese, permitindo ainda
comparacdes entre diferentes espécies uma vez que € possivel mapear as fases onde
ocorrem perdas celulares significativas e quantificd-las em termos percentuais (Russell et
al., 1990; Costa et al., 2004). Os rendimentos intrinsecos do processo espermatogénico

de C. geoffroyi estdo descritos na tabela 2.

Tabela 2: Rendimentos intrinsecos da espermatogénese em Callithrix geoffroyi adultos.

Parametro Relacao Média=DP CV (%)
tedrica

Coeficiente de eficiéncia das mitoses 1:64 3,2 +0,82 25,51

espermatogoniais (1:3,2)

(Espermatogdnia A : Espermatdcitos I PL)

Coeficiente de manutencdo da profase 1:1 0,8 +0,16 19,53
meidtica (1:0,8)
(Espermatdcitos I Pq : Espermatdcitos I PL)

Rendimento meidtico 1:4 3,04 £0,33 10,92
(Espermatdcito I Pq : Espermatides Ar) (1:3,04)
Rendimento geral da espermatogénese 1:256 12,16 + 1,74 14,33
(Espermatogdnia A : Espermatides Ar) (1:12,16)

DP: desvio padrao; CV: coeficiente de variagdao
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O coeficiente de eficiéncia das mitoses espermatogoniais, ou indice mitético,
representa o nimero de espermatdcitos primdrios em pré-leptéteno/leptéteno derivado de
cada espermatogonia do tipo A (Castro et al., 1997). A interpretacdo desse parametro
depende do nimero de geracdes de espermatogdnias envolvidas em cada espécie, porém
sabe-se que em média seis geracdes espermatogoniais sdo geralmente descritas para a
maioria dos mamiferos nesta etapa, assim a producao, teoricamente esperada, seria de 64
espermatocitos primarios produzidos por espermatogdnia (Clermont, 1972; Russell et al.,
1990). Na presente pesquisa apenas 5% deste nimero teoricamente esperado foi
contabilizado nos saguis-da-cara-branca estudados, ou seja, foi observado em torno de
95% de perda celular. Em outros mamiferos essa perda é em torno de 90% em
Oxymycterus rufus (Morais et al., 2016), 83% em Desmodus rotundus (Morais et al.,
2017), e em animais domésticos pode variar entre 65 e 75% (Franca e Russell, 1998).

Durante a préfase meidtica I ha um aumento progressivo do tamanho dos
espermatécitos devido as alteragdes nucleares preparatérias para as divisdes meidticas,
esta fase € excepcionalmente longa, sendo claramente observadas as suas subdivisoes:
pré-leptoteno, leptéteno, zigéteno, paquiteno e dipléteno ao longo do CES (Russell et al.,
1990). Especificamente no estadio I do CES, duas destas subdivisdes se apresentam em
camadas distintas nas regides intermedidria e basal do epitélio seminifero, e embora
pertencentes a diferentes geracdes, a relacdo entre a populacdo de espermatdcitos
primarios em paquiteno e de espermatodcitos primarios em pré-leptoteno/leptéteno
permite a estimativa da manuten¢do numérica durante a profase meidtica 1. Este
coeficiente de manutencao da préfase meidtica é geralmente préximo a 1:1, uma vez que
a fase de profase € naturalmente conservativa (Courot et al., 1970). Durante a préfase
meiodtica do processo espermatogénico em C. geoffroyi nao foram detectadas alteracoes
substanciais neste coeficiente, sendo que o mesmo também € relatado para mamiferos
domésticos (Franca e Russell, 1998) e selvagens (Costa et al., 2004; Costa e Silva, 2006).

O ndmero teoricamente esperado durante a meiose € de quatro espermétides
arredondadas produzidas a cada espermatdcito primdrio, porém perdas espécies
especificas também sdo computadas nesta fase (Franca e Russell, 1998; Costa et al., 2004;
Morais et al., 2016). Assim, o rendimento meidtico avalia a eficiéncia das duas divisoes
meidticas durante o CES, e assim como o observado durante as mitoses espermatogoniais,
as perdas no processo meidtico sdo significativas e funcionam como mecanismo de
eliminacdo de células com cromossomas anormais e aberracdes, normalmente produzidas

(Costa et al., 2004). O rendimento meidtico encontrado para os C. geoffroyi estudados foi
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de 1:3, ou seja, cada espermatdcito primério gerou trés espermatides arredondadas. Sendo
assim, seu rendimento meidtico é 76% do numero teoricamente esperado, o que,
consequentemente, gera uma perda celular de 24%. Valores menores de perda celular
(15%) foram registrados em C. penicillata (Leal e Franca, 2006), e em outros animais,
silvestres e domésticos, essa perda € descrita em torno de 5 a 30% (Franca e Russell,
1998; Costa et al., 2004; Barros et al., 2007).

A fase de espermiogénese ocorre na por¢cao adluminal do epitélio seminifero e
assim como o observado durante a préfase meidtica envolve grandes modificacdes
fisiologicas, porém de forma conservativa, ndo ocorrendo perdas populacionais
significativas, assim, a populacdo de espermadtides arredondadas pode ser considerada
como o ndmero de espermatozoides produzido ao final do processo (Johnson et al., 2000;
Azevedo et al., 2010). Neste sentido, o rendimento geral da espermatogénese € o
parametro estimador da sua eficiéncia geral, esse pode ser estimado a partir da relagdao
entre as populacdes de espermdtides arredondadas e de espermatogonias tipo A
observadas no estadio I do CES (Costa et al., 2004; Barros et al., 2007). Dentro de um
modelo tedrico geral para a maioria dos mamiferos, se durante o processo
espermatogénico ndo fossem observadas perdas significativas, cerca de 256
espermatozoides seriam produzidos por cada espermatogonia (Russell et al., 1990; Costa
e Silva, 2006), porém, como descrito anteriormente perdas significativas naturalmente
sdo observadas nas diferentes fases do processo. Assim, os saguis-da-cara-branca
estudados apresentaram um rendimento geral da espermatogénese de 4,7%, ou seja, ao
longo do processo 95,3% da sua producao foi eliminada ou deixou de ser produzida. Em
animais domésticos essa perda gira em torno de 70 a 85% (Franca e Russell, 1998), ja em
animais selvagens perdas maiores sdo observadas, como em javalis de 88% (Costa e Silva,
2006), e em ledes africanos e oncas-pintadas € em torno de 91% (Barros et al., 2007;
Azevedo et al, 2010).

Essa ocorréncia de perdas celulares ao longo do processo espermatogénico pode
ser um mecanismo para limitar o nimero de células germinativas a uma quantidade que
pode ser suportada pelas células de Sertoli disponiveis, dessa forma, mesmo em espécies
com alto potencial de producdo espermitica, as perdas celulares, em especial durante as
divisdes espermatogoniais, podem ser altas (Sharpe, 1994). As células de Sertoli sdo as
unicas c¢lulas somaticas observadas no epitélio seminifero, sdo conhecidas como “células
enfermeiras”, pois sdo responsaveis pela formagdo de um micro ambiente especifico onde

sdo mantidas de forma integrada diferentes geracdes de células germinativas, para tal,
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essas células atuam diretamente no suporte fisico e nutricional das células germinativas
atentando ainda para o fornecimento de elementos especificos demandados por cada uma
destas geracOes (Guraya, 1987; Russell et al., 1990). A abrangéncia do controle realizado
pela célula de Sertoli sobre o epitélio seminifero é praticamente total, ou seja a populagdo
das diferentes geracdes germinativas € regulada de acordo com a sua capacidade suporte,
para isto as células de Sertoli controlam o ndmero de células produzido pelas mitoses
espermatogonias € acompanham o processo meidtico eliminando células germinativas
excedentes e degeneradas ao longo desses processos, por outro lado atuam ainda
diretamente na espermiacdo, fagocitando o excesso de citoplasma das espermétides
(Russell et al., 1990; Franca et al., 2016).

As razdes entre o nimero de células de Sertoli e de células germinativas de C.
geoffroyi estdo apresentadas na tabela 3. Essas razdes podem ser interpretadas como a
eficiéncia individual da célula de Sertoli na manuten¢do integrada de diferentes geracoes

de células germinativas ao longo do epitélio seminifero (Franca e Russell, 1998).

Tabela 3: indices de célula de Sertoli de Callithrix geoffroyi adultos.

Tipo celular Razao

Espermatogénia A : Célula de Sertoli 0,64 :1
Espermatdcito PL : Célula de Sertoli 2,11:1
Espermatdécito Pq : Célula de Sertoli 2,59:1
Espermatide Ar : Célula de Sertoli 7,87 : 1
Total células germinativas : Célula de Sertoli 13,22:1

O nuimero de espermétides arredondadas suportadas por cada célula de Sertoli nos
C. geoffroyi estudados (7,9:1) € similar ao do C. penicillata, 8:1 (Leal e Franca, 2006), e
o seu total de células germinativas por célula de Sertoli (13:1) € proximo também ao
descrito para C. jacchus, 16,5:1 (Weinbauer et al., 2001). A capacidade de suporte das
células de Sertoli € varidvel entre as espécies, sendo que sua habilidade em suportar
espermatides esta diretamente correlacionada com a producao espermdtica didria, ou seja,
normalmente, quando a relagcdo células de Sertoli : espermdtides arredondadas € alta a
producdo espermdtica didria também € alta (Francga e Russell, 1998).

A produgdo espermdtica didria € calculada com base na populacdo total de

espermatides arredondadas produzidas diariamente, para isto o cédlculo da duracdo do

ciclo do epitélio seminifero é fundamental uma vez que as espermadides sdo produzidas
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apenas uma vez a cada ciclo (Bittencourt et al., 2007). Com base no peso testicular é
possivel ainda a estimativa do nimero de espermatozoides produzidos diariamente a cada
grama de testiculo (Costa et al., 2008).

Uma forma simplificada de estimativa da produgdo espermética € o cédlculo da
reserva espermatica testicular. A reserva espermatica refere-se ao potencial quantitativo
de espermatozoéides produzidos a cada ciclo do epitélio seminifero em todo o testiculo.
Ou seja, em algum momento do CES, cada segmento tubular estard no estddio I, assim, a
partir da extrapolacdo da sua popula¢do média de espermétides arredondadas para todo o
comprimento tubular é possivel a estimativa da producdo de espermatozoides por
testiculo ao longo da duracdo de um CES. Embora a duracdao do CES seja uma constante
bioldgica espécie-especifica ainda sim € possivel a comparacdo do potencial produtivo
por grama de testiculo entre diferentes espécies (Barros et al., 2007; Morais et al., 2017).

No presente experimento os saguis-da-cara-branca apresentaram uma reserva
espermdtica testicular total de 104x10° espermatozoides, como o peso de ambos os
testiculos destes animais ¢ em média apenas 0,6 g a reserva espermética por grama de
testiculo seria de 173x10° espermatozoides. Neste sentido, Moller (1989) e Firman et al.
(2013) descrevem que espécies que apresentam sistema de acasalamento do tipo
monogamico ou poliginico (single-male) apresentam menor investimento em producdo
espermatica visto que a competi¢io pela progénie ocorre fisicamente no acesso a fémea
e ndo quanto ao numero de espermatozoides no interior do genital feminino, como em
espécies promiscuas ou polidndricas (multi-male). O sistema de acasalamento do género
Callithrix, segundo diferentes autores, implica em distintos padrdes de acasalamento que
podem variar de monogamia e poliginia a poliandria (Abbott, 1984; Stevenson e Rylands,
1988; Coutinho e Corréa, 1995; Ferrari e Digby, 1996; Nievergelt et al., 2000). Silva
(2019) sugere, a partir de dados morfométricos, que diferente das demais espécies do
género, o C. geoffroyi tende mais fortemente aos sistemas single-male. Também neste
sentido, a reserva espermadtica testicular por grama de testiculo dos saguis-da-cara-branca
estudados € menor que o observado em hibridos de Callithrix (531, 16x10°, Ferraz, 2015),
revelando um menor investimento produtivo. A reserva espermatica testicular por grama
de testiculo em animais sabidamente dos sistemas multi-male exige maiores
investimentos, como observado no morcego Desmodus rotundus (714,4x10°
espermatozoides/ g de testiculo/ CES, Morais et al., 2017). Da mesma forma, Morais et

al. (2014) sugerem a classificagcdo do roedor Oxymycterus nasutus como sendo promiscuo
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a partir do alto investimento produtivo espermdtico (849,63x10° espermatozoides/g

testicular/CES).

CONCLUSAO

Os saguis-da-cara-branca estudados apresentaram um rendimento geral da
espermatogénese de apenas 4,7%, o que indica que 95,3% do potencial produtivo do
processo espermatogénico foi eliminado ou deixou de ser produzido, embora a
capacidade de suporte de suas células de Sertoli tenha sido semelhante ao descrito para
outras espécies de Callithrix. Ainda neste sentido, com uma baixa reserva espermatica
por grama de testiculo (173x10° espermatozoides) estimada, os animais estudados
apresentaram reduzido investimento produtivo, o que condiz com o sistema de
acasalamento tipo single-male, onde ndo hé a necessidade de grande volume espermatico
ejaculado no interior dos Orgdos reprodutivos femininos, visto que a competi¢do pela

prole ocorre anteriormente no acesso a fémea.
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DESCRICAO DOS ESTADIOS DO CICLO DO EPITELIO SEMINIFERO E
CARACTERIZACAO DO SEU ARRANJO TOPOGRAFICO
EM SAGUIS-DA-CARA-BRANCA (Callithrix geoffroyi)

RESUMO

A espermatogénese da maioria das espécies de mamiferos € classificada como segmentar,
em que normalmente apenas um unico estddio do ciclo do epitélio seminifero estd
presente em cada sec¢do transversal de tibulo seminifero. Por outro lado, em aves e em
algumas poucas espécies de primatas, a espermatogénese € classificada como helicoidal,
em que sdo observadas dois ou mais estddios distintos a cada seccao tubular transversal.
Neste sentido, o objetivo do presente trabalho € descrever os estddios do ciclo do epitelio
seminifero no sagui-da-cara-branca (Callithrix geoffroyi) e, a partir de suas frequéncias
relativas e distribuicdo, classificar o tipo de espermatogénese observada. Para tal, foram
utilizados fragmentos testiculares de cinco animais adultos de vida livre para confeccao
e andlise de laminas histoldgicas. Os oito estaddios do ciclo do epitélio seminifero
descritos para o C. geoffroyi, segundo o método da morfologia tubular, apresentaram
organizacdo semelhante a apresentada para outras espécies de mamiferos, sendo a fase
pré-meidtica (estadios I, II e III) a fase que apresentou maior frequéncia e a meidtica
(estadio IV) a que apresentou menor frequéncia em relacdo as trés fases do processo
espermatogénico. Em torno de 60% das seccOes transversais de tubulo seminifero
analisadas para o sagui-da-cara-branca apresentaram apenas um unico estddio do ciclo do
epitélio seminifero, as demais sec¢des tubulares (40%) apresentaram dois ou trés estadios.
Estes, entretanto, eram sempre estddios sequenciais de desenvolvimento. Sendo assim, os
multiplos estddios encontrados podem ser consequéncia de um atraso da comunicagdo
entre as células de Sertoli em segmentos adjacentes ou mesmo da presenca de segmentos
menores ao longo do tibulo seminifero. Portanto, acredita-se que a espermatogénese dos
animais de estudo se aproxime mais da espermatogénese segmentar que da

espermatogénese helicoidal.

INTRODUCAO

A espermatogénese € um processo altamente sincronizado e complexo de
desenvolvimento e diferenciacao de células germinativas, que se inicia a partir de mitoses
de células tronco espermatogoniais na base do epitélio seminifero (Guraya, 1987). Além

de manterem sua populacdo constante, as espermatogOnias tronco produzem novas
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geragOes de células diretamente implicadas no processo espermatogé€nico durante a sua
fase proliferativa. A fase seguinte envolve processos meidticos onde os espermatdcitos
geram espermatides que, por sua vez, sofrem uma série de mudangas morfoldgicas e se
transformam em espermatozoides durante a fase de espermiogénese (Russell et al., 1990).
A sincronia entre as células é garantida pela persisténcia de pontes citoplasmadticas, assim
as diferentes fases de desenvolvimento da espermatogénese acontecem linearmente em
todas as células de uma mesma geracao (Ren e Russell, 1991).

Nos amniotas, a estratégia reprodutiva masculina envolve uma produgdo
espermdtica constante ao longo de todo o periodo de reprodugdo, assim o epitélio
seminifero apresenta uma produgdo ciclica e continua de espermatozoides (Russell et al.,
1990; Pudney, 1995). Neste sentido, no mesmo segmento de epitélio seminifero sdao
observadas geracdes espermdticas em fases distintas de desenvolvimento do processo
espermatogénico. Gragas a presenca das células de Sertoli uma sincronia vertical no
epitélio também pode ser observada, assim, em uma sec¢do transversal do tibulo
seminifero é observado uma organiza¢do em camadas de desenvolvimento crescente de
geracOes espermadticas, da base em dire¢ao ao lume tubular (Ren e Russell, 1991; Pudney
1993). A medida que novas geracdes de espermatogdnias e espermatdcitos sio produzidas
na base do epitélio as geracdes mais desenvolvidas sdo deslocadas em direcdo ao lume
culminando com a liberacdo dos espermatozoides, a este processo denomina-se ciclo do
epitélio seminifero (CES). Cerca de 4,5 ciclos sdo necessarios para que a mesma geragao,
formada na base do epitélio, seja liberada como epermatozoide no lume tubular (Russell
et al., 1990).

Em mamiferos, oito associacdes distintas podem ser observadas entre as diferentes
geragoes celulares dispostas em camadas concéntricas transversais no epitelio seminifero,
essas sdo denominadas estadios do CES (Clermont, 1972; Amann e Schanbacher, 1983;
Guraya, 1987). A descricdo desses estddios pode ser feita com base nas alteragdes do
formato do nicleo das células espermatogénicas, na ocorréncia de divisdes meidticas nos
espermatocitos e no arranjo e disposicdo das espermdtides ao longo do epitélio
seminifero, esta forma de classificagdo ¢ denominada método da morfologia tubular
(Clermont, 1972; Guraya, 1987; Costa e Paula, 2003).

Na maioria dos mamiferos a espermatogénese € classificada como segmentar, o
que significa que apenas um unico estddio do CES estd presente em cada segmento de
tubulo seminifero (Russell et al., 1990). A distribui¢@o longitudinal ao longo do tibulo

z

destes segmentos é organizada de forma sequencial quanto ao desenvolvimento dos
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estadios do CES, sendo isto denominado onda espermatogénica (Clermont, 1972; Russell
et al., 1990). Por outro lado, em aves e em algumas poucas espécies de primatas, a
espermatogénese pode ser classificada como helicoidal, neste caso os estddios estdo
ordenados também sequencialmente, porém em faixas espermatogénicas longitudinais
paralelas e independentes ao longo do eixo tubular, neste sentido normalmente sdo
observadas dois ou mais estddios distintos a cada sec¢ao transversal de tibulo seminifero
(Guraya, 1987; Schulze e Rehder, 1984; Jones e Lin, 1993; Smithwick e Young, 1996).
O termo helicoidal é uma referéncia a disposi¢ao obliqua e espiral das diferentes ondas
espermdticas observadas paralelas nas faixas espermatogénicas ao longo do tibulo
seminifero (Lin e Jones, 1990; Jones e Lin, 1993).

Algumas espécies de primatas, como o homem e o chimpanzé, sdo claramente
descritas como apresentando espermatogénese do tipo helicoidal (Schulze e Rehder,
1984; Smithwick e Young, 1996), ja para os primatas do género Callithrix a descrigdo €
variada como sendo helicoidal (Millar et al., 2000) ou intermedidria, uma vez que foram
observadas seccoes transversais contendo apenas um estddio bem como sec¢des com mais
de um estiddio do CES (Leal e Franga, 2006). Neste sentido, o presente trabalho objetiva
descrever os estddios do ciclo do epitelio seminifero no sagui-da-cara-branca (Callithrix
geoffroyi) e, a partir de suas frequéncias relativas e distribui¢do, classificar o tipo de

espermatogénese observada.

MATERIAIS E METODOS

Os procedimentos realizados tiveram aprovacio da Comissdo de Etica no Uso
Animal da Universidade Federal de Vicosa (CEUA-UFV), protocolo n° 70/2015, e do
Sistema de Autorizacdo e Informagdo em Biodiversidade do Instituto Brasileiro do Meio
Ambiente (SISBIO - IBAMA), licengca n® 50717-1. As capturas dos animais e coletas de
material ocorreram nos meses de outubro e novembro de 2015.

O presente trabalho utilizou amostra testicular de cinco saguis-da-cara-branca
(Callithrix geoffroyi) adultos de vida livre que foram capturados em grupos de animais ja
habituados a presenca humana nos municipios de Cariacica e Vila Velha, Espirito Santo,
Brasil. Os animais foram capturados com o auxilio de armadilhas iscadas com pedacos
de banana. Os animais foram entdo anestesiados com quetamina (10 mg/kg) e xilazina
(0,5 mg/kg) (Carpenter, 2005). Um dos testiculos foi coletado através de cirurgia de
hemicastragdo. A técnica cirtrgica utilizada foi baseada nos procedimentos realizados em

animais domésticos, com a incisdo cirurgica realizada na regido inguinal pré-ptbica,
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remocgao do testiculo e epididimo em técnica aberta com ligadura pedicular com fio de
nylon 3-0 e sutura de pele com ponto U deitado separado com fio de naylon 3-0. Como
medidas profildticas pds-operatdrias, os animais receberam antibidtico (oxitetraciclina,
10 mg/kg) e anti-inflamatdrio (meloxican, 0,2 mg/kg). Os animais foram soltos proximos
ao local de captura apds a completa recuperagao dos efeitos anestésicos.

Apds a coleta, e antes de serem imersos em solucdo fixadora de Karnovsky
(Karnovsky, 1965), os testiculos tiveram a albuginea perfurada em diversos pontos com
o uso de uma agulha hipodérmica com o objetivo de melhorar a perfusdo do fixador.
Posteriormente, os testiculos foram seccionados longitudinalmente e mantidos em
solugdo de Karnovsky por 24 horas. Apds este periodo o material foi transferido e
armazenado em &lcool 70% até o momento do processamento histologico.

Retirou-se um fragmento de cada testiculo coletado, e estes foram submetidos a
desidratacdo em série crescente de dlcoois (70, 80, 90% e absoluto) e incluidos em resina
de metacrilato (Leica Historesin®). Posteriormente, foram realizados cortes histolégicos
de 3 um de espessura, em microétomo rotativo com navalha de vidro, para a confeccio de
laminas histoldgicas, as quais foram coradas com azul de toluidina / borato de sédio 1%,
e montadas com laminulas de vidro com o uso de resina (Entelan®).

Para a caracterizacdo dos oito estddios do CES (método morfologia tubular)
diferentes seccOes transversais de tdbulos seminiferos foram analisadas quanto: ao
formato do nucleo das células espermatogénicas, a ocorréncia de divisdes meidticas e ao
arranjo e disposi¢do das espermdtides ao longo do epitélio seminifero. Neste sentido o
epitélio seminifero foi dividido em trés regides: porc¢ao basal, que € a regido mais proxima
a lamina basal; por¢do intermedidria, localizada na regido média do epitélio; e por¢cao
adluminal préxima ao lume tubular.

Imagens digitais foram utilizadas para o cédlculo da frequéncia relativa dos oito
estddios do CES, para tal 100 sec¢des transversais aleatérias de tibulo seminifero por
animal foram fotografadas em imagens digitais, em aumento de 400 vezes, com o auxilio
de um fotomicroscéopio (Motic BA410) equipado com camera digital Moticam Pro 252B.
Através do programa Microsoft Office Power Point® sobre cada imagem de sec¢do
transversal de tdbulo seminifero foi inserida linhas perpendiculares subdividindo a
imagem em quatro quadrantes, sendo contabilizado para estimativa da frequéncia relativa
dos estadios apenas o estddio presente no quadrante superior direito de cada imagem. A
frequéncia dos estddios foi calculada através da seguinte féormula: (numero tubulos

contabilizados em determinado estadio / ndmero total de tibulos contabilizados) x 100.
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As mesmas imagens obtidas foram utilizadas ainda para o cdlculo do percentual
de sec¢Oes tubulares apresentando multiplos estddios. Quando observado a presenca de
diferentes estddios na mesma seccdo tubular estes estddios foram caracterizados e
observada a associag@o sequencial ou aleatéria dos mesmos.

Os dados obtidos foram analisados segundo estatistica descritiva quanto a média,

desvio padrao (DP).

RESULTADOS E DISCUSSAO

O processo espermatogénico no sagui-comum (Callithrix jacchus) € descrito por
alguns autores como sendo semelhante aquele observado no homem, e devido a isso essa
espécie tem sido usada como um modelo experimental recorrente em pesquisas
biomédicas envolvendo as fung¢des testiculares (Hearn, 1983; Millar et al., 2000; Hecht
et al., 2009). A precisa identificacdo e caracterizacdo dos diferentes estadios do CES sao
essenciais para a realizacdo de estudos quantitativos do processo espermatogénico, sendo
importantes ndo apenas para a compreensdo da espermatogénese normal, mas também
para a determinacao das fases especificas desse processo que podem ser afetadas por um
determinado tratamento ou droga (Berndtson, 1977; Almeida et al., 2000).

Uma forma de se caracterizar os estadios do CES € através da utilizagao do método
da morfologia tubular que define oito estddios de desenvolvimento do CES para
diferentes espécies de mamiferos (Paula et al., 1999; Franca e Godinho, 2003; Leal e
Franca, 2006; Bitencourt et al., 2007; Costa et al., 2008). Os oito estddios do CES dos
animais de estudo, caracterizados a partir do método da morfologia tubular, estao

apresentados na figura 1.
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Figura 1: Montagem fotogréfica contendo os oito estadios do ciclo do epitélio seminifero
(em algarismos romanos) de Callithrix geoffroyi. Espermatogonia (G); célula de Sertoli
(CS); espermatdcito primdrio em pré-leptéteno/leptéteno (PL); espermatdeito primério
em (L); espermatdcito primdrio em zigéteno (Z); espermatdcito primdrio em paquiteno
(P); espermatécito primério em dipléteno (D); placa metafasica (PM); espermatdcitos
secundérios (I1); espermétide arredondada (Ar); espermétide em alongamento/alongada
(Al). Azul de toluidina. Objetiva de 40x.

Os estadios do CES dos individuos de C. geoffroyi estudados foram caracterizados
da seguinte forma: no estddio I (Figura 1 — I) foi detectada a presenca, na por¢ao
adluminal do epitélio seminifero, de uma geracdo de espermatides arredondadas, as quais
ocupavam, em geral, de trés a quatro camadas proximas ao lume tubular. Ndo houve
presenca de espermadtides alongadas. Os espermatdcitos primdrios em paquiteno se

encontravam na camada intermedidria do epitélio. Na camada basal se encontravam as
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espermatogonias do tipo A, os espermatdcitos primarios em transicdo de pré-leptéteno
para leptoteno e as células de Sertoli com nucléolo evidente.

O estddio II (Figura 1 — II) foi caracterizado principalmente pela presenca de
espermdtides com o nicleo em alongamento na porc¢ao adluminal do epitélio seminifero.
Na porcao intermedidria foram encontrados espermatdcitos primérios em paquiteno,
sendo que alguns j4 estavam em transicdo para espermatdcitos primarios em diplétenos.
Na camada basal do epitélio observaram-se espermatdcitos primdrios em leptdteno, além
de espermatogonias e células de Sertoli.

O estddio III (Figura 1 — III) apresentou como carateristica marcante a presenca
de apenas uma geracdo de espermadtides, alongadas e formando feixes, na por¢ao
adluminal do epitélio seminifero. Na por¢ao intermedidria do epitélio foram observadas
duas geracOes de espermatdcitos primdrios, em zigéteno e diploteno, com seus nucleos
caracteristicamente grandes. Na camada basal do epitélio observaram-se basicamente
espermatogonias e células de Sertoli.

O estadio IV (Figura 1 — IV) apresentou espermddites alongadas em feixes na
porc¢do adluminal do epitélio seminifero e na por¢do intermedidria encontrou-se o aspecto
mais caracteristico deste estddio, que é a presenca de placas metafésicas, estas sdo
correspondentes as duas divisdes meidticas sendo observadas tanto na transi¢do dos
espermatdcitos primdrios em dipléteno para espermatdcitos secundarios, como destes
para espermatides arredondadas. Na porcao basal do epitélio seminifero pode-se observar
basicamente as espermatdgonias e c€lulas de Sertoli.

O estadio V (Figura 1 — V) foi caracterizado pela presenga, na porcdo adluminal
do epitélio seminifero, de duas geracOes de espermdtides, as recém-formadas
espermadtides arredondadas e a geracdo mais avancada de espermdtides alongadas no
formato de feixes bem definidos. Os espermatdcitos primérios em paquiteno foram
observados na regido intermedidria do epitélio e na por¢do basal observou-se
espermatogonias e células de Sertoli.

O estadio VI (Figura 1 — VI) apresentou os mesmos tipos celulares observados no
estddio anterior, entretanto os feixes de espermétides alongadas comegaram a se dissociar
e estavam mais proximos do lume tubular.

No estadio VII (Figura 1 — VII) os feixes de espermatides alongadas ja se
apresentavam dissociados e localizados ainda mais préximos do lume tubular que no
estddio anterior, observou-se também a formacdo de uma “névoa” de flagelos bem

proximo ao lume. Notou-se ainda a presenca de corpos residuais, ou seja, restos
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citoplasmaticos que se desprenderam das espermatides em desenvolvimento. Na por¢cao
intermedidria do epitélio seminifero haviam espermatdcitos primdrios em paquiteno e na
porc¢do basal pdde-se observar espermatogonias e células de Sertoli.

No estaddio VIII (Figura 1 — VIII) as espermatides alongadas estavam totalmente
dissociadas e localizadas na borda do epitélio seminifero, com flagelos bem evidentes, e
prontas para a espermiacdo. Uma grande quantidade de corpos residuais também foi
observada proximos a borda luminal do epitélio. Na por¢do intermediaria do epitélio
seminifero notou-se a presenca de espermatdcitos primarios em paquiteno e espermatides
arredondadas. E na porcdo basal foram observadas células de Sertoli, espermatogdnias e
alguns espermatdcitos primdrios em pré-leptéteno.

A frequéncia com que os estadios do ciclo espermatogénico aparecem nas se¢oes
transversais de tibulos seminiferos € uma indicacao da duragdo relativa de cada estadio,
sendo essencial para se estimar a duracdo total do ciclo do epitélio seminifero, e
importante também para o monitoramento da duracdo dos efeitos de agentes lesivos sobre
a espermatogénese (Castro et al., 1997; Costa e Paula, 2003). As frequéncias relativas
dos estadios do CES, assim como das fases da espermatogénese, dos saguis-da-cara-
branca estudados estdo apresentadas na tabela 1. As fases do processo espermatogénico
no epitélio seminifero t€m como referéncia o processo meidtico, assim a fase pré-meiotica
(proliferativa) envolve os estddios antes da metidfase da meiose I (estddios I, II e III), as
quais sdo caracterizadas pela presenca de uma tunica geracdo de espermdtides; a fase
meidtica resume-se ao periodo relativo ao estddio IV, onde todo o processo meidtico se
desenvolve; e a fase pds-meidtica (espermiogénica) engloba desde a formacao de novas
espermatides arredondadas até a espermiacdo das espermatides alongadas no lume tubular

(estadios V, VI, VII e VIII) (Franca e Russell, 1998).
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Tabela 1: Frequéncia relativa dos estddios e das fases do ciclo do epitélio seminifero em
Callithrix geoffroyi adultos.

Frequéncia (%) Frequéncia (%)

Estadios (média + DP) Fases (média + DP)
I 36,48%8,07

II 12,96+2,68 Pré-meiotica 67,58+10,57
I 18,14+6,62

v 6,9623,37 Meiética 6,9623,37

A 6,18+3,23

VI 4,16+2.45 Pésmeistica 25.46+8.84
VIl 9,16+3,33

VIII 5,96+2,54

DP: desvio padrdo

As frequéncias relativas dos estadios e das fases do ciclo do epitélio seminifero
dos animais de estudo estdo em geral proximas as descritas para o C. penicillata (Leal e
Franca, 2006), apresentando uma maior frequéncia da fase pré-meidtica em relagdo as
outras fases, o que estd de acordo também com o descrito por Franga e Russell (1998)
para a maioria das espécies de mamiferos domésticos. A fase meiética do C. geoffroyi foi
a que apresentou menor frequéncia relativa entre as trés fases da espermatogénese,
indicando que essa foi a fase mais rdpida do processo espermatogénico, sendo 0 mesmo
descrito para outras espécies de mamiferos (Franga e Russell, 1998; Leal e Franca, 2006;
Morais et al., 2017). Devido a isto, e ao fato do estadio IV envolver as divisdes meidticas
I e II, as secgdes transversais envolvendo este estddio bem comumente apresentavam
caracteristicas transitorias.

O tubulo seminifero, na grande maioria das espécies de mamiferos, € organizado
em segmentos contendo apenas um estddio do CES (Leblond e Clermont, 1952; Russell
et al.,1990; Bitencourt et al., 2007; Silva et al., 2010). Esta espermatogénese segmentar
apresenta uma onda onde estes segmentos se apresentam organizados sequencialmente,
assim, apds um segmento no estadio | espera-se observar o arranjo correspondente ao
estadio II, e assim sucessivamente (Russell et al.,1990). Neste sentido, podem ser
observadas dreas de transicdo entre os segmentos, que podem exibir caracteristicas
comuns a ambos os estddios do CES (Perey et al., 1961; Guraya, 1987).

J4 na espermatogénese do tipo helicoidal observa-se a presenga de diferentes
estddios em uma mesma seccao transversal do tibulo seminifero, uma vez que faixas

espermatogénicas independentes, caracteristicas deste tipo de espermatogénese,
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distribuem-se em ondas obliquas e paralelas ao longo do eixo tubular longitudinal
(Schulze e Rehder, 1984; Lin e Jones, 1990). Millar et al. (2000) caracterizam a
espermatogénese do C. jacchus como sendo helicoidal, semelhante a humana, por outro
lado, Leal e Franca (2006) descrevem a espermatogénese do C. penicillata como
intermedidria entre as espermatogéneses segmentar e helicoidal, uma vez que em 70%
das sec¢des tubulares transversais analisadas foram observados a presenca de apenas um
estddio do CES, e em 30% foram observados dois ou mais estddios concomitantes. As
frequéncias relativas do nimero de estddios do CES presente por seccao transversal do
tibulo seminifero nos saguis-da-cara-branca estudados estdo apresentadas na tabela 2,
nesta, observa-se que cerca de 60% das secgdes transversais de tubulo seminifero
apresentam estddio unico, enquanto aproximadamente 40% apresentam multiplos

estadios.

Tabela 2: Frequéncia relativa do nimero de estddios do ciclo do epitélio seminifero
presente em cada sec¢do transversal de tibulo seminifero em Callithrix geoffroyi adultos.

Nuimero de estadios por seccao transversal tubular Frequéncia (%)
Média +DP
Apenas um estadio 59,78 + 8,63
Dois estadios 31,85 £7,04
Trés estadios 8,37+3,49

DP: desvio padrao

A presenga de mais de um estddio do CES em uma mesma secg¢do transversal pode
ser observada também no tdbulo seminifero de espécies que apresentam sabidamente
espermatogénese do tipo segmentar, neste caso os segmentos sao ordenados em sequéncia
de desenvolvimento dos estddios. Esta onda espermatogénica é resultado de uma
sincronia no desenvolvimento dos estddios que se dissemina progressivamente ao longo
do tibulo seminifero, isto possivelmente € resultado da comunicacdo linear entre as
células de Sertoli que, ao criar o microambiente necessério para o desenvolvimento do
estddio em um determinado segmento, influencia o segmento subsequente (Roosen-
Runge, 1962; Russell et al., 1990; Cheng e Mruk, 2002). Assim as regides de transi¢ao
entre segmentos distintos, e consequentemente entre estddios subsequentes, podem
apresentar caracteristicas dos dois estddios dentro de um mesmo corte transversal de
tibulo seminifero (Perey et al., 1961; Hess, 1990). Isto parece ser também o caso dos

animais de estudo, uma vez que os multiplos estddios encontrados dentro de uma mesma
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seccao transversal de tibulo seminifero foram caracterizados como sendo estadios
sequenciais de desenvolvimento em todas as situagdes (Figura 2A), ou seja, ndo foram
encontradas secgdes transversais que abrigassem estddios completamente distintos, neste
sentido os multiplos estddios podem representar na verdade fases de transicdo de um
estadio tardio de desenvolvimento para um estadio mais avancado.

Das sec¢Oes transversais que apresentavam mais de um estddio do CES nos
individuos de C. geoffroyi estudados, apenas o caso da associacdo entre os estadios Il e
V foi observado como nao sequencial, esse fato pode estar relacionado com a rapidez dos
eventos observados durante o estddio IV. Ou seja, os eventos envolvidos nas divisdes
meidticas durante o estddio IV, como a formagdo das placas metafdsicas e de
espermatdcitos secunddrios, podem nao ser captados em toda a sec¢do transversal do
tubulo nas areas de transicao entre segmentos, levando a presencga de por¢des do epitélio
ainda no estadio III e j4 no estadio V.

O simples fato dos saguis-da-cara-branca estudados apresentarem seccoes
transversais com multiplos estddios pode ndo caracterizar uma espermatogénese do tipo
helicoidal. Em anélise das fotografias apresentadas em trabalhos com outras espécies do
género Callithrix (Millar et al., 2000; Leal e Franca, 2006) esse parece também ser o caso,
uma vez que praticamente todos os registros apresentados referem-se a estddios
subsequentes de desenvolvimento. Assim, os multiplos estddios encontrados em uma
mesma secc¢do transversal de tibulo seminifero podem, nos animais do género Callithrix,
ser consequéncia de: um atraso da comunicagdo entre as células de Sertoli em segmentos
adjacentes; ou mesmo da presenca de segmentos menores ao longo do tibulo seminifero,

sendo neste caso mais frequente a captura de estddios transicionais.
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Figura 2: Cortes de tibulo seminifero de Callithrix geoffroyi contendo varios estadios
sequenciais por seccao transversal. (A) estadios I, Il e III; (B) estddios Il e V. Azul de
toluidina. Objetiva de 40x.
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CONCLUSAO

Os oito estddios do CES descritos para o C. geoffroyi, segundo o método da
morfologia tubular, apresentaram de modo geral organizacdo semelhante a apresentada
para outros mamiferos. Durante o CES, os estddios correspondentes a fase pré-meidtica
apresentaram frequéncia relativa de 67,6%, enquanto aqueles correspondentes a fase pos-
meidtica 25,5 %. A fase meidtica foi caracterizada como a mais rdpida do processo
espermatogénico, apresentando frequéncia relativa de 7,0%.

Em torno de 60% das seccdes transversais de tibulo seminifero do sagui-da-cara-
branca apresentaram apenas um unico estddio do CES, sendo que naquelas em que se
observou dois ou trés estddios (40%) estes apresentavam-se organizados de forma
sequencial de desenvolvimento, correspondendo a porc¢des transicionais na evolugdo da
onda espermatogénica, neste sentido sugere-se que a espermatogénese do género

Callithrix se aproxime mais do arranjo do tipo segmentar do que helicoidal.
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