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O essencial ndo sera tanto o que reténs.
E o que das de ti mesmo e a maneira como.
Nao é tanto o que recebes.
E o que distribuis e como distribuis.
Nao é tanto o que colhes.
E 0 que semeias e para que semeias.
N&o é tanto o que esperas.
E o que realizas.
N&o é tanto o que rogas.
E o que aceitas.
Nao é tanto o que reclamas.
E 0 que suportas e como suportas.
Nao é tanto o que falas.
E 0 que sentes e como sentes.
N&o €é tanto o que perguntas.
E o que aprendes e para que aprendes.
Nao é tanto o que aconselhas.
E o que exemplificas.
Nao é tanto o que ensinas.
E o que fazes e como fazes.
Em suma, na vida do espirito, o essencial ndo é o que parece.
O essencial sera sempre aquilo que é.

Chico Xavier
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RESUMO

MORAIS, Ana Carolina Torre. D.Sc., Universidade Federal de Vigcosa, marco de 2014
Histomorfometria testicular e ciclo do epitélio seminifero nos roedores silvestres
Oxymycterus rufus e Oxymycterus nasutus (Rodentia: Cricetidae)Orientador: Sérgio

Luis Pinto da Matta.

Os roedores constituem a ordem mais diversificada dos mamiferos e apresentam ampla
distribuicdo mundial sendo encontrados em todos os habitats, desde a tundra artica aos
desertos. Porém, pouco se sabe ainda sobre a reproducdo de espécies silvestres, o que
justifica a realizacdo deste estudo, visto que roedores, assim como outros mamiferos séo
pecas importantes na dinamica das florestas nas quais habitam. Assim, objetivou-se
descrever o testiculo e 0 processo espermatogénico dos roedores silvestres Oxymycterus
rufus e Oxymycterus nasutus, visando a fornecer informacfes relevantes sobre a
atividade testicular destas espécies. Cinco espécimes de O. rufus foram coletados em
fragmento de Mata Atlantica em Minas Gerais, e 10 exemplares de O. nasutus no bioma
Pampa, no Rio Grande do Sul, sendo todos os exemplares machos e sexualmente
maduros. A eutanasia foi realizada por meio de superdosagem anestésica e os fragmentos
testiculares foram coletados, fixados e processados rotineiramente, sendo destinados as
analises em microscopia de luz e eletrénica de transmissdo. O peso corporal de€O. rufus
O. nasutus foi, respectivamente, 82,28 e 58,30 g, sendo que 0,47 e 0,89 % destes foram
alocadosem testiculos, 0,40 e 0,82 % em tubulos seminiferos e 0,35 e 0,56 % alocados
em epitélio seminifero. O comprimento dos tubulos foi de 34,93 e 18,62 metros por
grama de testiculo, respectivamente. Os estadios do ciclo do epitélio seminifero seguiram
0 padrdo descrito para outros roedores silvestres. A duracdo do ciclo do epitélio
seminifero foi determinada em O. rufus, sendo cada ciclo do epitélio seminifero
correspondente a 6,58 dias enquanto todo o processo espermatogénico teve duracdo de
29,61 dias. O nimero de células de Sertoli por grama de testiculo foi de 232,4énx10

O. rufuse 91,02 x16 em O. nasutus e a reserva espermatica por grama de testiculo foi
em média 962 xT0e 849,64 x18 espermatides, respectivamente. O compartimento
intertubular ocupou 9,09 e 4,81 % dos testiculos de O. rafuS. nasutus,
respectivamente. A organizacdo dos componentes do compartimento intertubular
corresponde ao padrao tipo | descrito por Fawcett. As células de Leydig foram o
elemento mais abundante no compartimento intertubular totalizando 1172840107

x10° células por grama de testiculo em O. rgi@. nasutus, respectivamente. O indice
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Leydigossomatico foi 0,018 e 0,019 étn O. rufuse O. nasutus, respectivamente.
Conclui-se que O. rufus O. nasutus apresentam alta eficiéncia do processo
espermatogénico, com elevada proporcdo de tubulos seminiferos no parénquima
testicular, grande quantidade de células de Sertoli por grama de testiculo e elevada
reserva espermatica testicular, demonstrando assim alto investimento energético no
compartimento tubular e, consequentemente, na producdo de espermatozoides. Esse
padrdo € compativel com animais que apresentam sistema de acasalamento promiscuo.



ABSTRACT

MORAIS, Ana Carolina Torre. D.Sc., Universidade Federal de Vicosa, March, 2014.
Testicular Spermatogenesis histomorphometry and seminiferous epithelium cyadle
the wild rodents Oxymycterus rufus and Oxymycterus nasutus (Rodentia:

Cricetidae). Advisor: Sérgio Luis Pinto da Matta.

The rodents are the most diverse order of mammals. They are distributed worldwide,
from arctic tundra to deserts. However, little is known about the reproduction of wild
species, since rodents, as well as other mammals, are important parts in the dynamics of
the forests they inhabit. Thus, the objective of the present study was to describe the
process of spermatogenesis of the wild rodents Oxymycterus rufus and Oxymycterus
nasutus in order to provide relevant information on testicular activity of these species.
Five adult specimens of O. rufus were collectecamAtlantic Forest fragment, whereas

10 adult O. nasutus were collectedarPampa biome. Euthanasia was performed by
anesthetic overdose and testicular fragments were collected, fixed and routinely
processed, being analyzed under light and transmission electron microscopy. The body
weight of O. rufus and O. nasutus were 82.28 and 58.30 g, respectively, whereas 0.47
and 0.89 % of these were allocatetb testes and 0.40 and 0.82into seminiferous
tubules. The proportions of seminiferous epithelium were 0.35 to 0.56 %, respectively.
The length of the seminiferous tubules were 34.93 and 18.62m/g, for O. rufus and O.
nasutus, respectively, and the stages of the seminiferous epithelium cycle followed the
pattern described for other wild rodents. For O. rufus, the duration of the seminiferous
epithelium cycle was determined, being each cycle corresponding to 6.58 days while all
the spermatogenic process lasted 29.61 days. The number of Sertoli cells per gram of
testis was 232.40 x2@nd 91.02 x10in O. rufus and O. nasutus respectively, and the
daily sperm reserve was 962 R18nd 849.64 x10 respectively. The interstitium
occupied 9.09 and 4.81 % of the testes of O. rufus and O. nasutus, respectively, and
followed the type | organization pattern described by Fawcett. The Leydig cells were th
most abundant element in the interstitium (117.23 xiE gram of testis in O. rufus and
40.77 x16 per gram of testis i@. nasutus), and the leydigsomatic indewere 0.018

and 0.019 % in O. rufus and O. nasutus, respectively. Therefore, we concluded that O.
rufus and O. nasutus show high efficiency of spermatogenesis with high proportion of

seminiferous tubules in the testicular parenchyma, abundant Sertoli cells perfgram o
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testis and high sperm reserve, thus demonstrating high energy investment in sperm

production, which is compatible with animals displaying promiscuous mating system.

Xii



1. Introducéo

Com cerca de 2280 espécies em todo o mundo, os roedores representam quase a
metade dos mamiferos, constituindo a maior ordem da classe Mammalia. Ocorrem
naturalmente em todos os continentes, exceto na Antartida, sendo encontrados também
em ilhas (Sigrist, 2012). No Brasil, foram registrados 74 géneros e 238 espécies de
roedores, 0s quais se caracterizam por suas dimensdes externas, coloracédo e tipo de
pelagem (Reis et al., 2006; Reis et al., 2010

Os roedores desempenham diversas funcdes ecoldgicas importantes nas florestas
neotropicais e em outros habitats, contribuindo diretamente na dinamica e na troca de
energia dos ecossistemas, atuando como predadores, presas e consumidores primarios,
além de contribuirem para a ecologia vegetal na dispersao de sementes (Kuhnen et al.,
2011).

Sédo excelentes modelos animais para o estudo de doencas. Aproximadamente
95% dos animais utilizadogm pesquisa sdo camundongos ou ratos. Camundongos
transgénicos e knock-out representam linhagens geneticamente modificadas que sao
usadas em uma variedade de pesquisas sobre doencas humanas, como doencas de
Parkinson, cancer e doencas cardiacas, sendo também wibradastes de farmacos
(Hutchins et al., 2004). Além da utilizacdo de roedores em pesquisas voltadas a saude
humana, os roedores silvestres, devido a sua diversidade e facilidade de serem
amostrados sistematicamente, tornaram-se modelos muito Uteis para o estudo de fatores
gue afetam a diversidade de espécies em uma determinada area. Roedores, de maneira
geral, ndo possuem a capacidade de ultrapassar grandes barreiras ambientais. Além disso,
eles requerem areas relativamente pequenas para manterem populacbes viaveis,
facilitando o trabalho de amostragem (Herrmann, 1991).

A biologia reprodutiva das espécies fornecem informacdes importantes que
podem auxiliar na conservacdo das mesmas (Paula et al., 2002), sendo que este
conhecimento pode ser obtido a partir da quantificacdo histolégica das gbnadas,
consistindo em um requisito basico para estudos que envolvam parametros reprodutivos
(Guido-Leite et al., 2006)Além disso, a composicdo do parénquima testicular pode
fornecer informacdes importantes sobre a fisiologia reprodutiva e o sistema de
acasalamento de uma determinada espécie (Kenagy e Trombulak, 1986).

Nos ultimos anos tem sido crescente 0 niamero de estudos que envolvem a
biologia reprodutiva de roedores silvestres (Paula et al.,, 2002; Boiani et al., 2007,
Cordeiro Junior, 2009; Costa et al., 2010; Menezes, 2010; Santos et al., 2011; Carretta

Janior, 2012; Balarini, 2013; Melo et al., 2013). Entretanto, devido a grande diversidade
1



e ampla distribuicdo, muito pouco ainda € sabido acerca da reproducdo das destes
animais, o que justifica a realizagéo deste estudo, lembrando que os roedores sao pecas
importantes na dinamica das florestas que habitam.

2. Objetivos

Neste estudo, objetivou-se descrever o testiculo e o processo espermatogénico nos
roedores silvestres Oxymycterus rusOxymycterus nasutus, dando énfase tanto ao
compartimento tubular quanto o intertubulaPara isso, as seguintes analises

morfométricas foram realizadas:

- Didmetro dos tubulos seminiferos e altura do epitélio seminifero;
- Proporc¢éo volumétrica e volume dos componentes do parénquima testicular;
- Comprimento de tubulos seminiferos por testiculo e por grama de testiculo;
- Indice Gonadossomatico;
- Indice Tubulossomatico;
- indice Epiteliossomatico;
- Caracterizacao dos estadios do ciclo do epitélio seminifero e suas frequéncias relativas;
- Estimativa da populacao celular do epitélio seminifero:
- Contagem de células do epitélio seminifero no estadio 1 do ciclo do epitélio
seminifero (CES);
- Mensuracéao dos diametros nucleares das células espermatogénicas e nucleolares das
células de Sertoli no estadio 1 do CES;
- Rendimento intrinseco da espermatogénese:
- Coeficiente de eficiéncia de mitoses espermatogoniais;
- Rendimento meidtico;
- Rendimento geral da espermatogénese;
- indice de células de Sertoli;
- Capacidade de suporte total das células de Sertoli;
- Numero de células de Sertoli por testiculo e por grama de testiculo;
- Reserva espermatica testicular;
- Duracao do ciclo do epitélio seminifero;
- Producéo espermaética diaria;
- Caracterizagdo ultraestrutural das espermatides;
- Proporc¢éo volumétrica e volume dos componentes intertubulares;

- Diametro nuclear das células de Leydig;



- Proporcéo citoplasmatica e nucleoplasmatica das células de Leydig;
- Volume nuclear, citoplasmatico e celular de Leydig;
- Nimero de células de Leydig por testiculo e por grama de testiculo;

- indice Leydigossomatico.

3. Reviséo de Literatura
3.1. Ordem Rodentia

Os roedores constituem a ordem mais diversificada dos mamiferos, representando
cerca de 4% das espécies dentro desta classe, sendo descritos ho/Brgéneros e 238
espécies (Reis et al, 2010). Paleontologicamente, a ordem Rodentia tem
aproximadamente 57 a 60 milhdes de anos e datada no periodo do Paleoceno. A familia
mais antiga desta ordem € a Paramyidae e seus representantes eram roedores parecidos
com esquilos (Hutchins et al., 2004). Aparentemente, 0s roedidmasvos evoluiram
separadamente durante milhdes de anos. Registros fésseis de roedores pertencentes a
subordem Miomorfa, encontrados na América do Norte, datam de aproximadamente 25
milhdes de anos. Enquanto, representantes da subordem Histricomorfa, os quais
evoluiram na América do Sul, possui fésseis que datam de cerca de 35 milhdes de anos
(Sigrist, 2012).

A ordem Rodentia apresenta ampla distribuicdo mundial, com espécies
encontradas em todos os habitats, desde a tundra artica aos desertos (Honeycutt, 2004).
Os representantes atuais desta ordem demonstram consideraveis variagdes no tamanho,
desde espécies como o rato pigmeu (Baiomys taylor@dindo apenas poucos
centimetros de comprimento, a roedores como a capivara (Hydrochoerus hydrochaeris)
gue alcanca aproximadamente 100 cm de comprimento e pesa cerca 50 kg. Entretanto,
em linhagens ja extintas, roedores da familia Dinoyidae podiam pesar de 400 a 600 kg
(Hutchins et al., 2004).

Roedores séo caracterizados, sobretudo, por sua distingdo original: a denticdo. Os
dentes mais importantes sdo os quatro incisivos, dois superiores e dois inferioras, que té
crescimento continuo, e sdo, simultaneamente, desgastados quando raspam uns contra 0s
outros e contra os alimentos duros que prevalecem na maioria das dietas dos roedores
(Sigrist, 2012). Estes caracteres possibilimmanipulacéo otimizada do alimento pelos
incisivos, bem como a capacidade de roer, que é tipica do grupo (Reis et al., 2010).

Em relacdo aos habitos alimersmuitas espécies de roedores sdo herbivoras e

se alimentam de uma variedade de materiais de origem vegetal. Além destes, alguns



roedores como o0s do género Onychom@xymycterus sao insetivoros, enquanto outros
se alimentam de insetos aquaticos, moluscos e peixes (Hutchins et al., 2004).

Todos os roedores tém agudo senso de obfeqage € particularmente importante
na comunicacdo e reproducdo, pois odores de glandulas e urina podem revelar aos
machos que fémeas estdo sexualmente receptivas (Sigrist, 2012). O sistema de
reproducdo em roedores varia dependendo da espécie, sendo muitos destes promiscuos.
Recentes estudos genéticos confirmaram alta incidéncia de paternidade multipla em
muitas espécies promiscuas (Waterman, 2007).

Roedores proporcionam beneficios diretos e indiretos aos seres humanos.
Desempenham diversas fun¢des que sao importantes para 0s ecossistemas em que vivem,
atuando como dispersores de sementes, polinizadores de flores, predadores de
invertebrados e também como alimento para uma grande quantidade de animai®(Freitas
Silva, 2005). Além de servir como modelos de pesquisa, muitos roedores sdo animais de
estimag&o populares, como ratos, camundongos, gerbil, hamsters e porquinhos da india.
Roedores também sdo consumidos na alimentacdo humana em algumas pautekdo
como no Equador, Peru e outros paises sul-americanos (Hutchins et al.,, 2004).
Entretanto, estes animais sdo potenciais reservatérios naturais de agentes causadores de
doencas, com diferentes graus de risco para os seres humanos (Villafane et al., 2005).

A associacdo de roedores com a epidemiologia de diferentes patégenos tais como
bactérias, virus e parasitas diversos, € favorecida principalmente pela alta capacidade de
dispersdo e potencial reprodutivo dos mesmos, em particular para as espécies
sinantropicas. Em relagdo aos roedores silvestres, a febre hemorrdgica e a sindrome
pulmonar por hantavirus sdo zoonoses virais cujos reservatorios naturais tém sido
identificados em espécies de roedores sigmodontineos. No primeiro caso, o principal
reservatorio sdo espécies do género Calomys. Ja a sindrome pulmonar por hantavirus é
causada por diferentes linhagens do virus e tem sido geralmente associada a roedores do

género Oligoryzomys (Villafane et al., 2005

3.1.1. Familia Cricetidae (Rochebrune, 1883)

A familia Cricetidae é a mais diversificada dentre os roedores de ocorréncia no
Brasil, abrangendo 117 espécies, distribuidas em 36 géneros, todos agrupados em uma
Unica subfamilia neotropical, a Sigmodontinae (Reis et al., 2006). Além desta subfamilia,
gue compreende a maioria dos roedores da América do Sul, ha também a Neotominae,

com representantes na América do N@Kasahara e Yonenaga-Yassuda, 1984).



3.1.2. Subfamilia Sigmodontinae (Wagner, 1843)

Os sigmodontineos séo roedores de pequeno a médio porte que pesam entre 7 a
455 gramas. Sao extremamente diversificados quanto a forma do corpo, e a maioria
destes possui habitos terrestres, mas ha espécies arboreas, fossoriais e semiaquaticas. A
maioria € ativa durante todo o ano, mas aqueles que habitam climas mais frios podem
entrar em torpor durante os periodos frios. Nesta subfamilia peelencontrar espécies
de habitos noturnos, diurnos, crepusculares ou ainda ativos a qualquer hora do dia e da
noite (Sigrist, 2012).0s géneros mais comuns desta subfamilia sdo: o rato-canela
Orizomys sp., de porte mediano e coloracdo amarelada ou avermelhada; o rato-do-mato
Oligoryzomys sp., espécie de cor parda ou cinza escuro, muito pequena, do porte de um
camundongo doméstico, com a cauda maior que o corpo; o rato-de-rabo-curto Akodon
sp., espécie de cor escura e bem caracterizada por possuir a cauda pequeeateeralm
pouco mais da metade do tamanho corporal; e o rato-da-caatinga Wiedomys pyrrhorhinos
(Wied, 1821), espécie pequena que habita as caatingas e cerrados e que possui patas,
orelhas e focinho alaranjados bem tipicos do género (Freitas e Silva, 2005).

A maioria dos sigmodontineos usa algum tipo de abrigo na forma de tocas, as
quais sdo cavadas debaixo de pedras, troncos ou acima da terra em dehdswoentre
rochas ou ocos de arvores. Algumas espécies sao territoriais e agressivas, outros vivem
em abrigos coloniais com varios membros da mesma espécie. H4 uma variedade de
alimentos consumidos pelos sigmodontineos, incluindo: gramineas, sementes, frutos,
fungos, insetos, crustaceos, outros artropodes, moluscos, vermes, pequenos peixes,

girinos, aves e seus ovos (Reis et al., 2010; Sigrist, 2012).

3.1.3. Tribo Akodontini

A tribo Akondontini teve sua histdria inicialmente escrita por Felix de Azara em
1801 quando este descreveu Rat roux (Montes, 2007). Os akodontinos sdo roedores
pertencentes a superfamilia Muroidea, familia Cricetidae, subfamilia Sigmodontinae, e
possuem tamanho corporal de pequeno a médio. Os habitos alimentares sé&o onivoros ou
insetivoros, e o cariétipo constituido por no maximo 54 cromossomos. Além da tribo
Akodontini, had outras duas tribos, Oryzomyini e Phyllotini, e estas seriam as trés
principais tribos da subfamilia Sigmodontinae (Reig, 1987).

Atualmente, apenas 39 dos 74 géneros reconhecidos para a tribo Akodontini
possuem registro fossil entre o Mioceno e o Holoceno. O registro fossil dos
sigmodontineos nao se restringe a América do Sul, sendo encontrado também na América
do Norte e nas Antilhas (Pardinhas et al., 2002).



Em relacdo a distribuicio dos akodontinos acreditava-se que seria
predominantemente andina, habitando principalmente regides abertas. No entanto,
algumas espécies sdo tipicamente de florestas tropicais e subtropicais e outras séo
encontradas em ambientes temperados (Montes, 2007). Reig (1987), analisando dados
referentes as espécies e géneros das tribos da subfamilia Sigmodontinae, sugeriu que a
Cordilheira dos Andes teria sido o eixo principal de dispersdo, de norte a sul, destas
tribos. Assim, os Oryzomyini apresentariam alta diversidade no norte dos Andes e os

Akodontini e Phyllotini na regido central dos Andes.

3.1.4. O género OxymycterugWaterhouse, 1837)

Animais pertencentes a este género sdo considerados de tamanho pequeno a
médio, dentre os cricetideos. Apresentam comprimento do corpo de 9,3 cm a 17 cm
comprimento da cauda de 7 a 14,5 cm e peso médio de 88g (Reis et al.,, 2010). A
pelagem do corpo é longa com aspecto aveludado e a coloracéo do dorso varia de cinza-
escuro, castanho-avermelhado a castanho-amarelddas Jaterais do corpo séo
progressivamente mais claras em direcao ao ventre, com o qual irddesadefinidos.

A coloracdo do ventre varia entre as diferentes espécies, de cinza-amarelado a laranja-
escuro. As orelhas séo recobertas por pelos curtos escuros, mais escassos na superficie
externa. As garras sdo bem desenvolvidas e o focinho € longo, sendo estas as
caracteristicas comuns a todos os Oxymycterus (Goncalves e Oliveira, 2004; Reis et al.,
2010; Sigrist, 2012).

Os roedores Oxymycterus tém habito semi-fossorial, com a dieta especializada em
insetos, representando cerca de 70% desta, sendo 0s cupins 0s mais representativos
(25%). Outros invertebrados também fazem parte da dieta, como anelideos, aracnideos
além de pequenos vertebrados, como filhotes de varias espécies (Reis et al., 2010).
Habitam bordas de mata em formacdfes florestais e areas abertas, tais como veredas e
campo de altitude no Cerrado, Caatinga, Floresta Amazodnica e Mata Atlantica. Nao sao
roedores comuns como outros sigmodontineos, mas podem ser abundantes localmente
(Bonvicino et al., 2005). A respeito de suas caracteristicas reprodutivas, Reis et al. (2010)
relatam que as espécies deste género atingem a maturidade sexual apés 3 meses de vida e
apresentam atividade reprodutiva continua, independente da estacdo do ano, nascendo de
2 a 3 filhotes por ninhada, porém uma ninhada com 6 crias ja foi observada.

No Brasil, sédo registradas nove espécies deste género, sédo elas: O. amazonicus
(Hershkovitz, 1994), O. caparaoe (Hershkovitz, 1998), O. dasytrichus (Schinz, 1821), O.

delator (Thomas, 1903), O. inca (Thomas, 1900), O. judex (Thomas, 1909), O. nasutus
6



(Waterhouse, 1837), O. quaestor (Thomas, 1903) e O. rufus (Fischer, 1814) (Reis et al.,
2006 Reis et al., 2010

De acordo com a lista da lucn Red List (2014), as espécies de Oxymycterus que
ocorrem no Brasil estdo classificadas na categoria “pouco preocupante”, com excecao de

O. judex que néo consta na lista (Reis et al., 2010).

Oxymycterus rufus (Fischer, 1814)

De acordo com Bonvicino et al. (2008) O. rufus (Figura 1) tem ocorréncia tanto
na Argentina quanto no Brasil. Entretanto, Goncalvez e Oliveira (2004) relatam que no
Brasil, esta espécie foi registrada apenas em poucas localidades do sudeste do estado de
Minas Gerais (Figura 2). Contrapondo o descrito acima, a distribuicdo relatada pela

IUCN (2014) é que esta espécie ocorre apenas na Argentina (Figura 3).

Figura 1. Espécime de Oxymycterus rufus coletado em fragmento de Mata Atlantica em

Minas Gerais.



Figura 2. Mapa de distribuicdo de Oxymycterus rufus de acordo com o Guia dos

Roedores do Brasil (Bonvicino et al., 2008).

Figura 3. Mapa de distribuicdo de Oxymycterus rufus de acordo com a IUCN (lucnredlist,
20143.

Oxymycterus nasutus (Waterhouse, 1837)
A distribuicdo de O. nasutus (Figura 4) abrange o Uruguai e o Brasil, onde pode

ser encontrado na regido Sul. No Sul, ocorre no Rio Grande do Sul, do nivel do mar até



altitudes elevadas da Serra Geral, além de Santa Catarina e no Parana (Bonvicino et al.,
2008) (Figuras 5 e 6).

Figura 4. Espécime de Oxymycterus nasutus coletado no bioma Pampa, Rio Grande do
Sul.
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Figura 5. Mapa de distribuicdo de Oxymycterus nasutus de acordo com o Guia dos

Roedores do Brasil (Bonvicino et al., 2008).



South America
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Figura 6. Mapa de distribuicdo de Oxymycterus nasutus de acordoactwcCN
(lucnredlist, 2014

3.2. A organizacdo testicular

O testiculo € um 6érgdo par, geralmente localizado no escroto e envolto por
espessa capsula de tecido conjuntivo, denominada albuginea testicular. A albuginea, por
sua vez, emite septos para o interior desse 6rgao até a regido do mediastino testicular,
dividindo, assim, o testiculo em l6bulos. No testiculo dos mamiferos distinguem-se, do
ponto de vista morfofuncional, dois compartimentos principais: o compartimento tubular
ou espermatogénico e o compartimento intertubular ou androgénico (Russell et al., 1990).

O compartimento tubular, constituido pelos tubulos seminiferos, ocupa a maior
parte do testiculo dos mamiferos, sendo relatado para a maioria destes num percentual de
60 a 90 % do parénquima testicular (Franca e Russell, 1998). Os tubulos seminiferos sao
constituidos, de fora para dentro, pela tinica propria, epitélio seminifero e lume tubular.
A tanica propria reveste o tubulo seminifero, sendo esta composta por células mioides ou
peritubulares juntamente com a membrana basal. No epitélio seminifero sdo encontradas
tanto as células germinativas originarias do epiblasto, quanto as células de Sertoli
provenientes do epitélio celomatico (Karl e Capel, 1998). As células mioides fornecem,
juntamente com a membrana basal, a sustentacdo estrutural na qual as células de Sertoli e

as células do ambiente basal se apoiam (Russell et al., 1990).
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O epitélio seminifero pode ser dividido funcionalmente em dois ambientes (Costa
et al., 2011), por meio das jun¢Bes de ocluséo entre as diversas células de Sertoli que o
compde o ambiente basal, onde se localizam as espermatogbnias e 0s espermatocitos
primarios na fase inicial da préfase meiotica (fase de preleptoteno), e o ambiente
adluminal, no qual se encontram o0s espermatdcitos primarios a partir da fase de
leptoteno, espermatocitos secundarios e espermatides. Desta forma, as células de Sertoli
propiciam ao ambiente adluminama microrregido isolada protegida da acdo do
sistema imune, essencial para o desenvolvimento do processo espermatogénico (Russell
et al.,, 1990; Russell e Griswold, 1993). As células germinativas do ambiente basal
aparentemente tém livre acesso a substancias difundidas do sistema linfatico, enquanto
aquelas que se encontram no ambiente adluminal somente recebem substancias atravées
das células de Sertoli, as quais estabelecem juncdes especiais com estas células (Russell
et al., 1990)Além das funcbes desempenhadas pelas células de Sewslposlegm ser
utilizadas como um ponto de referéncia para se quantificar e avaliar funcionalmente o
processo espermatogénico, pois nos animais adultos, mesmo ao longo dos diferentes
estadios do ciclo do epitélio seminifero, estas células apresentam uma populacdo estavel
(Russell et al., 1990; Franca e Russell, 1998; Johnson et al., 2000).

O compartimento intertubular é constituido por vasos sanguineos e linfaticos,
nervos, fibras e células do tecido conjuntivo como macréfagos e fibroblastos,asém d
células de Leydig. Apesar de existir grande variacdo entre as diversas espécies quanto a
proporcdo volumétrica dos diferentes componentes do compartimento intertubular
(Fawcett et al., 1973; Franca e Russell, 1998; Godinho, 1999), a célula de Leydig é
usualmente o tipo celular mais frequente neste compartimento (Paula et al., 2007).

As células de Leydig sao bastante conhecidas por sua marcante producdo de
andrdégenos, 0s quais sao sintetizados a partir de uma molécula base, o colesterol. Os
andrégenos sao responsaveis pela manifestacdo dos caracteres sexuais secundarios e pela
manutencdo da espermatogénese em animais sexualmente maduros (Bardin, 1996
O’Donnel et al., 2001). Estudos correlacionando a estrutura e funcédo das células de
Leydig, em diferentes espécies de mamiferos demonstraram que variagdes na secregado de
testosterona se devem mais a capacidade individual que as células de Leydig possuem em
secretar o hormonio, do qaediferencas relacionadas ao volume que estas ocupam no
testiculo (Ewing et al., 1979). Segundo Zirkin et al. (1980), esta capacidade correlaciona-
se com a quantidade de reticulo endoplasmatico liso presente nas células de Leydig.
Além disso, Kerr et al. (1979) relataram que, em mamiferos, a organela citoplasmatica

mais abundante nas células de Leydig € o reticulo endoplasmatico liso, e que na
11



superficie desta organela se encontram varios sitios de ligacdo para grande quantidade de
enzimas que sdo necessarias para conversao esteroidogénica realizada por essa célula
(Costa, 2001). Adicionalmente, a secrecdo de testosterona pela célula de Leydig depende
também da quantidade do horménio luteinizante (LH) disponivel e do numero de
receptores de LH em cada célula, da quantidade de testosterona que a célulagde Leydi
capaz de secretar em determinado periodo de tempo, da velocidade pela qual a
testosterona sai dos testiculos via vasos linfaticos, vasos sanguineos e fluido seminal e da

taxa de metabolismo da testosterona (Russell,)1996

3.3. A espermatogénese

A espermatogénese é um processo complexo, ciclico e altamente organizado que
ocorre no interior dos tabulos seminiferos de animais sexualmente maduros, no qual uma
célula diploiae, a espermatogdajorigina apos divisdes e diferenciacdo, espermategoid
haploices (Franga e Russell, 1998Baseadose em considera¢cbes morfologicas e
funcionais, o processo espermatogénico pode ser dividido em trés fases: (1) proliferativa
ou espermatogonial, na qual as espevgimtias sofrem rapidas e sucessivas divisdes
mitéticas; (2) meibtica ou espermatocitogénica, quando o material genético passa por
duas divisGes celulares sucessivas e por recombinacdo genética durante a meiose; e (3)
diferenciacdo ou espermiogénica, na qual as espermatides haploides sofrem marcantes
modificacBes, transformando-se em células muito especializadas e estruturalmente
equipadas para alcancar e fertilizar os ovdcitos. Assim, considerando-se estas trés fases, o
processo espermatogénico como um todo tem a duracdo de 40 a 60 dias na maioria dos
mamiferos, sendo que cada fase que o compde representa 1/3 dele (Russell et al., 1990
Franca e Russell, 1998).

Para que todas estas diferenciacdes ocorram no epitélio seminifero é necessario
que as células germinativas se disponham rigorosamente organéradesociacdes
celulares, denominadas estadibsljond e Clermont]1952).D&se o nome de ciclo do
epitélio seminifero (CES) a uma série completa de alteracbes que ocorrem nestas
associagfes celulares, as quais estdo em uma sequéncia légica de progressdo de
desenvolvimento (Ortavant et al., 1977; Russell et al., 1996 excecdo de algumas
espécies de primatas, o arranjo dos estadios do ciclo do epitélio seminifero é segmentar
em todos os mamiferos investigadesisualmente é visualizado apenas um estadio por
seccao transversal de tubulo seminifero (Leblond e Clermont, 1952; Russell et al., 1990).

O conhecimento dos estadios que compdem o CES e a duracéo deste, associados a

morfometria testicular, sdo ferramentas fundamentais para o entendimento e a
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mensuracdo do processo espermatogénico (Courot et al.,, 1970). Dentre os sistemas
utilizados para se estudar os estadios do ciclo do epitélio seminifero, duas metodologias
principais tém sido empregadas: a primeira, designada ¢bhétodo da Morfologia
Tubular, por Berndtson (1977), permite a divigio oito estadios por ciclo em todos os
mamiferos, e se baseia nas alteracdes do ndcleo das células espermatogénicas, na
presenca de figuras de divisbes meidticas e no arranjo das espermatides no epitélio
seminifero (Roosen-Runge e Giesel Jr., 1950; Courot et al., 1970; Guerra, @983).
segundo método de identificacdo é baseado na morfologia das espermatides, em
particular na formacédo do sistema acrossdmico. Neste método, descrito primeiramente
por Leblond e Clermont (1952), o nimero de estadios € varidvel para cada espécie, sendo
descrito para mamiferos domésticos, em média, de 8 a 14 estadios (Russell et al., 1990;
Franca e Russell, 1998). Segundo Costa (2001), apesar das caracteristicas gerais da
espermiogénese serem semelhantes entre as espécies, diferencas existirdo nos detalhes do
desenvolvimento do acrossoma entre estas, o que explicaria a variagcdo no numero de
estadios.

Além da identificacéo e classificacdo dos estadios do ciclo do epitélio seminifero,
a frequéncia relativa destes € um parametro fundamental no estudo da espermatogénese
Ela retrata a duracédo absoluta de cada estadio permsaesiimar a duragéo do ciclo do
epitélio seminifero. Contudo, para que todo o processo espermatogénico se complete, sdo
necessarios entre quatro e cinco ciclos, ou seja, 0 processo espermatogénico como um
todo compreende o tempo decorrido entre a formacdo de uma geracdo de células
germinativas na base do epitélio até a sua liberacdo no lume tubular como

espermatozoides (Leblond e Clermont, 1952).
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Artigo 1

Morfometria e duragéo do ciclo do epitélio seminifero do roedor silvestre

Oxymycterus rufus (Rodentia: Cricetidae)

Resumo

Oxymycterus rufug® um roedor silvestre que habita a Zona da Mata mineira, localizada
em um dos hotspots mundiais que é a Mata Atlantica. Devido a escassez de dados
relacionados a reproducdo dos machos desta espécie, objetivou-se realizar analises
morfométricas e estereoldgicas dos testiculos para se obtar, iaésimacdes sobre o
processo espermatogénico como um tddimco machos sexualmente maduros foram
utilizados, dos quais trés receberam injecdes intratesticulares de 5-bromodeoxiuridina
(BrdU) para se determinar a duracdo do ciclo do epitélio seminifero. Fragmentos
testiculares foram fixados e processados rotineiramente, sendo destinados as analises em
microscopia de luz e microscopia eletrénica de transmissdo. Os oito estadios do ciclo do
epitélio seminifero foram caracterizados de acordo com o Método da Morfologia
Tubular. Cada ciclo do epitélio seminifero correspondeu a 6,58 dias enquanto todo o
processo espermatogénico teve duracdo de 29,61 dias. O coeficiente de mitoses
espermatogoniais foi 5,64 e 2,79 espermatides foram produzidas de cada espermatocito
primario em paquiteno. O rendimento geral da espermatogénese totalizou 11,98 células.
O indice de célula de Sertoli foi 4,29 espermatides enquanto sua capacidade de suporte
total foi de 8,21 células germinativas. A reserva espermatica testicular foi de 183,5 x10
célulase 962 x16 espermatides foram encontradas por grama de testiculo. A producao
espermatica didria por testiculo e por grama de testiculo foi de 28,56 ¥B01L3 x18
espermatozoides, respectivamente. Assim, a curta duracdo do ciclo do epitélio seminifero
juntamente com a rapida producdo de espermatozoides, indicam que O. rufus apresenta

alta eficiéncia no processo espermatogénico.

Palavras-chave:testiculo, morfometria, estereologia, células germinativas, células de

Sertoli.
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1. Introducéo

A Mata Atlantica abriga uma rica mastofauna, composta por aproximadamente
250 espécies, e com alto grau de endemismo, onde 55 espécies sdo exclusivas deste
bioma, composto principalmente por primatas e roedores [1-2]. Em abundancia,
diversidade e distribuicdo, a ordem Rodentia representa o grupo mais bem sucedido da
classe Mammalia compreendendo 44% desta, e consistindo isnder000 espécies.

No Brasil, a mais diversificada familia de roedores é a Cricetidae, que apresenta 117
espécies agrupadas em 36 géneros, todos representantes de uma Unica subfamilia, a
Sigmodontinad3-4], sendo os espécimes do género Oxymycterus, objetos deste estudo,
representantes desta subfamilia.

As nove espécies do género Oxymycterus apresentam tamanho corporal variando
de pequeno a grande (11,5 a 18 cm) e o comprimento da cauda menor que o do corpo.
Possuem garras bem desenvolvidas e focinho longo, o que caracteriza as espécies deste
género [5]. Tém habitos terrestre e semi-fossorial, habitando bordas de matas em
formagOes florestais na Mata Atlantica e Floresta Amaadm@iém de areas abertas
como as veredas e 0s campos de altitude do Cerrado e da Caatingas[®,8jnycterus
possuem dieta especializada, constituida na sua maior parte por insetos (70%), sendo o0s
cupins 0s mais representativos (25%) [6], embora outros invertebrados e plantas também
facam parte do seu habito alimerii&8].

No Brasil, a ocorréncia de Oxymycterus rufus foi registrada até os dias de hoje,
apenas em poucas localidades do sudeste do estado de Minas Gerais [9]. Assim, de modo
semelhante a outras espécies silvestres [10], dados sobre a biologia e fisiologia
reprodutiva de O. rufus s@o escassos, e a avaliacdo de parametros testiculares destes
animais podem fornecer informaces importantes sobre a atividade reprodutiva desta
espécie [11-12].

A espermatogénese € um processo complexo, ciclico e altamente organizado que
ocorre no interior dos tdbulos seminiferos de animais sexualmente maduros, onde uma
célula diploide, a espermatog6nia, origina apés divisdes e diferenciagdo, espermatozoides
haploides [13]. Para que ta&l@stes eventos ocorram, é necessario que as células
germinativas se disponham rigorosamente organizadas em associacdes celulares,
denominadas estadios [14]. Quando uma série completa de alteracdes ocorre nestas
associagbes celulares, que estdo em uma sequéncia légica de progressdo de
desenvolvimento, ddeo nome ciclo do epitélio seminifero (CES) [15].

O conhecimento dos estadios que compdem o CES e a duracéo deste, associados

a morfometria testicular, séo ferramentas fundamentais no entendimento e na mensuracao
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do processo espermatogénico como um todo [16]. Assim, objetivou-se com este trabalho
obter dados sobre a espermatogénese de O. rufus por meio da morfometria, estereologia,
duracdo do ciclo do epitélio seminifero e também de indices indicativos da producgéo
espermatica parametros estes que fornecem informacdes confiaveis sobre a atividade

reprodutiva de uma espécie.

2. Materiais e Métodos
2.1. Coleta dos animais e preparacao dos tecidos

Foram coletados cinco espécimes de Oxymycterus rufus sexualmente maduros,
capturados ao longo de um ano e meio. As coletas foram realizadas em um fragmento de
Mata Atlantica de aproximadamente 10 hectares (S 20°81° ¢ W 42°85”), localizado na
Zona da Mata Mine&, no municipio de Vicas Estado de Minas Gerais, sendo as
capturas autorizadas previamente pelo ICMBIo/SISBIO (n° 22289slanimais foram
capturados em armadilhas tipo Sherman e Tomahawk, distribuidas na area de estudo. As
campanhas de coletas foram realizadas mensalmente durante cinco dias e quatro noites.
Os animais foram levados ao laboratério de Biologia Estrutural do Departamento de
Biologia Geral da Universidade Federal de Vicosa (UFV) e abrigados em caixas de
polipropileno, sendo ofertadas &dgua e alimentacdo ad libitum até a eutanasia. Para
estimar a duragao do ciclo do epitélio seminifero, foi administrado em trés espécimes, 0,4
mL de 5-bromodeoxiuridina (BrdU, Invitrogen) por meio de injecao intratesticular. Apos
24, 48 e 72 h da administracdo da BrdU, os animais foram eutanasiados pela
administracdo de superdosagem anestésica (cloridrato de Xilazina 150 mg/kg associado a
cloridrato de Quetamina 10 mg/kg). Realizou-se entdo a pesagem e medi¢cdo dos animais,
seguicisda remocéo e pesagem de ambos os testiculos. A albuginea de um dos testiculos
foi dissecada e pesada, e seu peso subtraido do peso testicular para se obter o peso do
parénquima testicularTodo o procedimento foi aprovado pelo Comité de Etica da
Universidade Federal de Vigosa (CEUA/UEWC 76/012).

Fragmentos testiculares destinados as analises histomorfométricas foram fixados
em solugcéo de Karnovsky (Karnovsky, 19@8) 24 h, transferidos para etanol 70 % e
posteriormente processados rotineiramente pela inclusdo em glicol-metacrilato
(Historesin®, Leica). Secgdes transversais semisseriadas de 3 pm de espessura foram
realizadas em micrétomo rotativo (Leica, RM2255), respeitando-se intervalo minimo de
40 um entre os cortes, 0S quais foram corados com azul de toluidina/borato de sédio 1

e posteriormente analisados. Para a realizagédo da morfometria foram capturadas imagens
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em diferentes aumentos, em fotomicroscépio (Olympus BX-40), que foram analisadas
utilizando-se software Image-Pro Plus

Para andlise da ultraestrutura das espermatides sob microscopia eletrénica de
transmissao (MET), os fragmentos testiculares foram refixados em solucdo glutaraldeido
2,5 %, por no minimo 12 h e posteriormente armazenados em tamp&o cacodilato 0,1 M,
pH 7,4 a £C. As amostras foram pés-fixadas em tetroxido de 6smio 1 % e ferrocianeto
de potassio 8 % (1:1) durante 2 h e posteriormente desidratadas em etanol seguindo-se a
inclusdo em resina Spurr (EMS, USA). Cortes ultrafinos, obtidos em ultramicrétomo
(Sorvall Nt2-B), foram contrastados com acetato de uranila 3 % e citrato de chdmbo 3
e observados em microscépio eletrénico de transmissdo (Jeol 1011) no Nucleo de
Microscopia e Microandlise da Universidade Federal de Vicosa.

2.2. Estadios do ciclo do epitélio seminifero (CES)

Os estadios do CES foram caracterizados pelo Método da Morfologia Tubular, o
qual se baseia na forma e localizacdo do nucleo das espermatides, na ocorréncia de
figuras de divisdo meidtica e na composicao geral do epitélio seminifero, caracterizando,
assim, 8 estadios [17].

A frequéncia relativa dos 8 estadios do ciclo do epitélio seminifero foi
determinada a partir da caracterizacdo e contagem de 200 seccdes transversais de tubulos

seminiferos para cada animal, escolbi@eatoriamente.

2.3. Administragéo da BrdU e duragéo do CES

Para se determinar a duracdo do CES, fragmentos testiculares dos animais que
receberam BrdU foram incluig em Paraplast® (Sigma) e sec¢Bes de 4 um de espessura
foram utilizadas para sua deteccdo por meio de anticorpo monoclonal. As seccfes foram
hidratadas e lavadas em tampao fosfato 0,1 M (PBS), seguindo-se o bloqueio da
atividade da peroxidase endégena com peroxido de hidrogénio e metanohpouta.
Apo6s nova lavagem em PBS, as secc¢fes foram incubadas com tripsinanpouta®
em camara Umida a 3T. A seguir, foram lavadas em agua destilada, realizando-se a
desnaturacao por 4&inutos em temperatura ambiente. Apés nova lavagem em PBS, as
seccOes foram incubadas com solucdo bloqueadora ponirl@os permanecendo em
temperatura ambiente. Procedeu-se entdo a incubagdo com anticorpo monoclonal
biotinilado anti-BrdU de camundongo por 2 h. Posteriormente foi realizada a lavagem em
PBS, incubacdo com streptavidina-peroxidase pomiiutos e a revelagcdo com 3,3-

diaminobenzidino tetraclorido (DAB) e peroxido de hidrogénio, por 5 minutos, ao abrigo
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da luz. As seccbes foram contracoradas com hematoxilina, desidratadas em etanol,
diafanizadas em xilol e montadas com Enté&ll@vierck).

As seccles histologicas foram analisadas para se detectar o tipo celular marcado
mais avancado no epitélio seminifero desde a incorporacéo da BrdU. Assim, a frequéncia
dos estadios percorridos neste periodo corresponde ao intervalo de tempo decorrido da
incorporacdo até a coleta dos testiculos, fornecendo portanto, o periodo correspondente a
um ciclo do epitélio seminifero e ao processo espermatogénico total.

2.4. Morfometria testicular

A partir do peso corporal e do peso de ambos os testiculos, foi calculado o indice
gonadossomatico (IGS), o qual expressa o investimento corporal em gbnadas, utilizando-
se a seguinte formula: (peso gonadal/peso corporal) x 100 [18]. A propor¢éo volumétrica
ocupada pelos componentes do parénquima testicular (tubulos seminiferos e tecido
intertubular) foi determinada a partir da contagem de 2660 pontos projetados sobre 10
imagens obtidas ao acaso, quantificando-se assim o percentual de pontos sobre tubulos
seminiferos (tnica propria, epitélio seminifero e lume) e intertabulo.

O volume dos componentes do parénquima (mL) foi calculado a partir do
conhecimento do volume testicular. Como a densidade volumétrica do testiculo é
proxima de 1, considera-se o peso testicular igual ao volume [19-20]. O volume dos
tubulos seminiferos foi determinado a partir do conhecimento do percentual deste
componente no parénquima testicular, utilizando-se para isso a seguinte formula: (% de
tubulos seminiferos/100) x volume total do parénquima testicular. O volume do epitélio
seminifero foi obtido dividindo-se o percentual do epitélio por 100 e multipliceado-
pelo peso do parénquima testicular. O indice tubulossomatico (ITSal dajarmina o
investimento em tabulos seminiferos em relacdo a massa corporal, foi obtido dividindo-
se 0 volume de tubulos seminiferos pelo peso corporal e multiplicando-se o valor
resultante por 100. O didametro tubular médio foi obtido por animal em 30 seccdes
transversais tubulares de contorno mais circular possivel, independente do estadio do
CES em que se encontravam. A altura do epitélio seminifero foi mensurada nas mesmas
seccOes utilizadas para obtencdo do diametro, sendo determinada pela distancia entre a
tunica propria e a borda luminal, realizando-se duas medidas diametralmente opostas.
Como o epitélio € a parte funcional do tubulo, calculou-se o indice epiteliossomatico
(IES) dividindo o volume epitelial pelo peso corporal e multiplicando o resultado por
100.
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O comprimento total (m) de tubulos seminiferos por testiculo foi estimado a partir
da férmula: CT= VTSIR? na qual VTS= volume dos tGbulos seminiferd®’= area da
seccao transversal dos tubulos seminiferos e R= diametro tubular/2. Para o célculo do
comprimento de tubulos seminiferos por grama de testiculo, dividiu-se o valor do
comprimento total de tabulos seminiferos de ambos os testiculos, obtido anteriormente,

pelo peso de ambos os testiculos.

2.5. Contagem das células do epitélio seminifero

As populacbes de células germinativas e células de Sertoli foram estimadas a
partir da contagem de 10 seccdes transversais de tabulos seminiferos no estadio 1 do
CES em cada animal. Foram quantificadas as populacdes de espermatogonias do tipo A
(A), espermatdcitos primarios em preleptoteno/leptoteno (PL/L), espermatocitos
primarios em paquiteno (P), espermatides arredoadadR) e células de Sertoli (S).

Foram obtidos também o diametro médio nuclear das células germinativas e o nucleolar
das células de Sertoli, pela mensuracdo de 30 ndcleos e nucléolos de cada tipo celular
citado, respectivamente. Por existirem varia¢cdes no tamanho das células que compdem o
epitélio seminifero, as contagens obtidas foram corrigidas numericamente pela férmula
de Abercrombie [21] modificada por Amann [22], que considera o diametro
nuclear/nucleolar médio e a espessura do corte.

A partir dos valores celulares corrigidos, calculou-se o rendimento intrinseco da
espermatogénese. Assim, foram determinados: o coeficiente de eficiéncia de mitoses
espermatogoniais (PA), o qual quantifica as perdas celulares ocorridas durante a fase
espermatogonial; o rendimento meidtico (AR/P) que quantifica a eficiéncia das divisées
meioticas; o rendimento geral da espermatogénese (AR/A) que demonstra a eficiéncia
deste processo como um todo. Também foram calculados os indices das células de
Sertoli: a capacidade suporte total das células de Sertoli para com as células gasminati
[(A+PL/L+P + AR)/ S] e para com as espermatides arredondadas (AR/S). G@namer
total de células de Sertoli por testiculo foi determinado a partir do valor do comprimento
de tubulos seminiferos multiplicado pelo numero corrigido de nucléolos de Sertoli por
seccao transversal e o resultado dividido pela espessura do corte. Para o calculo desse
namero por grama de testiculo, dividiu-se o valor obtido para namero de célula Sertoli
por testiculo pelo peso testicular.

A reserva espermatica testicular (RET) total e por grama de testiculo foi
determinada a partir da populagéo celular de esperméatides arredondadas no estadio | do

CES, considerando-se que a perda ocorrida na espermiogénese nao € significativa. Para
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isso, foi obtido o nUmero médio de esperméatides arredondadas em seccdes transversais
de tubulos seminiferos, sendo este nimero corrigido para o comprimento total do tubulo
por testiculo ou por grama de testiculo, a partir da formula: RET = (comprimento dos
tubulos seminiferos / espessura do corte) X numero corrigido de espermatides
arredondadas por seccéo transversal [17].

Para o célculo da producdo espermatica diaria (PED), dividiu-se a reserva
espermaética testicular pela duracédo de um CES, e para se determinar a PED por grama de
testiculo, dividiu-se o valor da producéo espermatica diaria pelo peso dos testiculos.

Os dados descritivos foram analisados utilizando a funcéo estatistica do software

Excel/ Windows7 e estéo representados como média e desvio padréo.

3. Resultados
3.1. Dados biométricos e morfometria testicular

Os dados biométricos e das proporc¢des volumétricas referentes ao compartimento
tubular de Oxymycterus rufus se encontram na Tabela 1. O peso corporal foi de 82,28 g e
0 peso médio de ambos os testiculos foi de 0,384 g, resultando num IGS de 0,47 %. O
peso da albuginea testicular de 0,026 g foi utilizado para se obter o valor do parénquima
testicular, que foi de 0,358 g. O compartimento tubular de O. rufus corresponde a 90,91%
do parénquima testicular e o percentual restante (9,09 %) equivale ao compartimento
intertubular. O volume do epitélio seminifero foi de 0,290 mL, obtendo-se a partir deste o
indice epiteliossomatico, de 0,35 %. O diametro tubular médio foi de 175,45 um
enquanto a altura do epitélio seminifero alcancou 61,04 um. O comprimento total de
tubulos seminiferos, por testiculo e por grama de testiculo, foi de 13,40 e 34,93 m,

respectivamente.

3.2. Estédios do ciclo do epitélio seminifero e frequéncia relativa

Estadio 1

A composicao do epitélio germinativo observada neste estadio é caracterizada por
3 a 4 camadas de espermatides arredondadas em torno da borda luminal. Abaixo dessas
se encontram 0s espermatécitos em paquiteno, caracterizados pelo seu grande nucleo
com evidentes grumos de cromatina. Proximo a tdnica propria, localizam-se o0s
espermatoécitos primarios em preleptoteno/leptoteno, e também as espermatogbnias do
tipo A, presentes em todos os estadios. Estas células apresentam o maior tamanho dentre

os tipos de espermatogonias. Os nucleos das células de Sertoli, localizados préximos a
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tunica propria, apresentam formato arredondado ou triangular, um nucléolo bem

desenvolvido, além de dois outros nucléolos menores proximos ao maior (Figura 1A).

Tabela 1. Biometria e morfometria testicular de Oxymycterus rufus

Parametros (n=5) Média + DP
Peso corporal (g) 82,28 + 36,52
Peso testicular () 0,38+0,12
Peso do parénquima (g) 0,36 £ 0,11
indice gonadossomatico (%) 0,47 £0,16
Albuginea testicular (%) 6,77 £ 0,01

Proporcao Volumétrica (%)

Compartimento tubular 90,91 + 4,09
Tanica prépria 2,44 +£1,01
Epitélio Seminifero 81,20 £ 6,54
Lume 7,27 £ 4,09

Diametro tubular (um) 175,45 + 18,48
Altura epitélio seminifero (um) 61,04 £ 5,90
Volume tubular (mL) 0,33+0,10
Volume epitélio seminifero (mL) 0,29 £0,10
indice epiteliossomatico (%) 0,35+0,14
indice tubulossomatico (%) 0,40 £ 0,15
Comprimento total de tubulo seminifero (m) 13,40+ 2,51
Comprimento tubular por grama de testiculo (m) 34,93 £5,37
Estadio 2

Neste estadio, as espermatides iniciam o processo de remodelacdo do nucleo e
citoplasma, condensando a cromatina e alongando sua forma, sempre orientadas em
direcdo aos nucleos das células de Sertoli na base do epitélio. Entre as espermétides em
alongamento e 0s espermatocitos primarios em preleptéteno/leptéteno, se encontram o0s
espermatocitos primarios em paquiteno, compondo uma camada intermediaria no epitélio

germinativo (Figura 1B).
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Estadio 3

As espermatides em processo de alongamento agrupam-se em feixes definidos,
inseridos entre as camadas de espermatocitos primarios em dipléteno, os quais sdo as
maiores células do epitélio germinativo. Abaixo destes se encontram espermatocitos
primarios em zigoteno, formados a partir daqueles que estavam em transicdo
preleptéteno / leptéteno no estadio anterior. Na base do epitélio enceetram-
espermatogobnias do tipo A e nucleos de células de Sertoli (Figura 1C).

Estadio 4

A caracteristica marcante do estadio IV sdo as figuras de divisdo meiotica
observadas nos espermatdcitos primarios exibindo placa metafasica, o0s quais
representam a progressao do dipléteno da fase anterior. Assim, é possivel identificar no
epitélio germinativo os seguintes tipos celulares: dois tipos de espermatocitos primarios,
alguns na transicdo de zig6teno para paquiteno e outros em dipléteno; espermatocitos
secundarios e entre estes, as espermétides alongadas (Figura 1D).

Estadio 5

Neste estadio, é possivel encontrar duas geracdes distintas de espermétides:
aquelas que desde o estadio dois estdo em processo de alongamento, e as recém-formadas
ao final da meiose Il. As espermétides alongadas encontram-se dispostas em feixes bem
definidos e profundamente inseridos no epitélio germinativo. Observam-se
espermatécitos primarios na transicdo de zig6teno para paquiteno e também em
paquiteno. Os nucleos das células de Sertoli estdo localizados perpendicularmente a

lamina basal, préximos das espermatogoénias do tipo A (Figura 1E).

Estadio 6

Os grupos de esperméatides alongadas comecam a se desfazer, perdendo a
caracteristica de feixes. Estas apresentam citoplasma e ndcleos mais delgados, devido as
modificacdes morfoldégicas necessarias a espermiacdo. As espermatides arredondadas
recém-formadas encontram-se dispostas em 3 ou 4 quatro camadas préximas ao lume
tubular e abaixo dem$ mais proximo ao ambiente basal, se encontram espermatécitos
em paquiteno. As espermatogdnias do tipo A originam, neste estadio, espermatogbnias

intermedidrias que possuem ndcleos menores e mais escuros (Figura 1F).
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Estadio 7

As espermatides alongadas apresentam-se mais dissociadas e mais proximas ao
lume tubular, mostrando nucleos mais ovoides quando comparados aqueles no estadio 6.
Além das células encontradas no estadio anterior, observam-se espermatogonias B,

originadas das espermatogoénias intermediarias (Figura 1G).

Estadio 8
Na base do epitélio germinativo foram observadas espermatogbnias dg tipo A

células de Sertoli com seus nudcleos triangulares e seus caracteristicos nucléolos, além dos
espermatdécitos primarios em preleptéteno originados a partir das espermatogénias B. Na
porcdo mais interna do ambiente adluminal, encontram-se 0s espermatécitos primarios
em paquiteno, e mais proximo ao lume tubular, observam-se as camadas de espermatides
arredondadas originadas no estadio cinco. Na borda luminal localizam-se as espermatides
alongadas com suas respectivas caudas voltadas para o lume do tubulo, prontas para a
espermiacdo. Restos de membrana e citoplasma destas espermatides, resultantes da

espermiogénese, se encontram também na borda do lume como corpos residuais (Figura
1H).
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Figura 1. Estadios1-8 do ciclo do epitélio seminifero em Oxymycterus rufus baseado no
sistema da morfologia tubular: célula de Sertoli (S); espermatogbnia do tipo A (A);
espermatogbnia intermediaria (I); espermatogbdnia do tipo B (B); espermatécito em
transicdo preleptéteno/leptoteno (PL/L); espermatdcito em zigoteno (Z); espermatdécito
em transicdo zigoteno/paquiteno (Z/P); espermatdcito em paquiteno (P); espermatocito
em dipléteno (D); espermatoécito secundario (ES); figura meidtica (M); espermétide
arredondada (AR); espermatide alongada (AL); espermatide em alonga#ento ( ); corpos
residuais (CR); lume do tdbulo seminifero (L); tanica propra).( Azul de
Toluidina/borato de sodio 1%. Bar20 um.

A frequéncia relativa dos 8 estadios do CES de O. rufus se encontra ilustrada na
Figura 2. O estadio 1 apresentou a maior frequéncia (1 8%) e sua duracao foi estimada
em 5,33 dias, enquanto o estadio 4 foi o menos frequente, com apené&s 6,4
correspondendo a 1,9 dias. Quanto as fases do ciclo espermatogénico, a pré-meidtica
representou 45,6 %, a meidtica 6,4 % e a pos-meiotica 48 %, apresentando a duracao de

13,5, 1,9 e 14,2 dias do ciclo, respectivamente.
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Figura 2. Frequéncia relativa do CES em Oxymycterus rufus. Cada linha corresponde a

uma geracdo celular, enquanto cada coluna representa um dos oito estadios do CES:

Espermatog6nia do tipo A (A); espermatogobnia intermediaria (1); espermatogbnia B (B);

espermatocito em transicdo preleptoteno/leptoteno (PL/L); espermatdcito em zigdteno
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(2); espermatécito em transicdo zigéteno/paquiteno (Z/P); espermatdcito em paquiteno
(P); espermatocito em dipléteno (D); espermatécito secundario (ES); espermétide
aredondada (AR); espermatide alongada (AL).

3.3. Ultraestrutura das espermatides

Diferentes formas nucleares das espermétides, em diferentes fases do
desenvolvimento acrossomal, sdo observadas na Figura 3. Destacam-se as espermatides
arredondadas recéfarmadas no estadio 5 do CES e ainda sem vesicula acrossomal
(Figura 3A) e aquelas no estadio 1 (Figura 3B) com acrossoma em formacéo.
Espermatides em fase de alongamento, o qual se inicia no estadio 2 do CES (Figura 3C),
mostram o desenvolvimento gradual do acrossoma. Células com nucleo mais alongado

no estadio 3 (Figura 3D) e em fase final de alongamento, com nulcleo bastante elétron-

denso, encontradas no estadio 7 (Figura 3E) também foram identificadas.

Figura 3. Ultraestrutura de espermatides destacando estagios do desenvolvimento do
acrossoma em Oxymycterus rufus. (A) Esperméatide arredondada sem acressoma
estadio 5; (B) espermétide arredondada com acrossoma em diferentes graus de
desenvolvimente estadio 1; (C-D) espermatides em fase de alongamento com diferentes
graus de desenvolvimento do acrossomaestadios 2 e 3, respectivamente; (E)
espermatide alongada com acrossoma formadestadio 7; nucléolo<4€ ); capuz

acrossémico-6); formacgéo do flagelo&). Barras: (A; C; D; E) 2 um; (B) 5 um.
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3.4. Duracéo do ciclo do epitélio seminifero

Apbés 72 h de tratamento com a 5-bromodeoxiuridina (BrdU) as células
germinativas mais avancadas que apresentaram marcacdo BrdU-positivas no epitélio
seminifero de O. rufus foram os espermatécitos primarios em zigéteno, no estadio 3 do
CES (Figura 4). No periodo de trés, dias o ciclo do epitélio seminifero progredi 45,6
(frequéncia média do estadio 1 ao 3) levando assim 6,58 dias para que um ciclo se
completasse. Sabendo-se que 4,5 ciclos sdo necessarios para que 0 processo de

espermatogénico se complete, pode-se entdo estimar que a espermatogénese de O. rufus

tem a duracao de 29,61 dias.

Figura 4. Espermatécitos primarios em zigéteno marcados (setas) no estadio 3 do CES,
72 h apos injecdo de 5-bromodeoxiuridina no testiculo de Oxymycterus rufus. Barra: 10

pm.

3.5. Contagendas células germinativas

Cada seccao transversal de tubulo seminifero no estadio 1 apresentou 3,43
espermatogobnias do tipo A, 19,36 espermatocitos primarios em preleptéteno/leptéteno,
14,70 espermatdécitos primarios em paquiteno, 41,09 espermatides arredondadas e 9,57
células de Sertoli (Tabela 2). Além da contagem das células do epitélio germinativo,
também foi mensurado o didmetro nuclear destas, registrando-seuB\5para
espermatogbnias do tipo A, 6,87 um para espermatocitos primarios em preleptéteno/
leptéteno, 9,28um para espermatdcitos primarios em paquiteno, e p/m6para
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espermatides arredondadas. As células de Sertoli apresentaram diametro nucleolar médio
de 1,89 um.

Os indices referentes ao rendimento intrinseco da espermatogénese de O. rufus
também se encontram na Tabela 2. O coeficiente de eficiéncia de mitoses
espermatogoniais revelou que, em média, edarmatogbnia do tipo A no inicio do
processo  espermatogénico  produziu 5,64 espermatOcitos  primarios em
preleptoteno/leptoteno. Na profase meidtica foram detectadas perdas celulares, pois a
populacdo de espermatdécitos primarios em paquiteno (14,70) reduziu quando comparada
a populacdo de espermatoécitos primarios em preleptéteno/leptéteno (19,36). O
rendimento meidtico foi de 2,79 esperméatides arredondadas por espermatocitos em
paquiteno, representando, assim, eficiéncia de 69,75 %, e o rendimento geral da
egpermatogénese correspondeu a 11,97 espermatides arredondadas produzidas a partir de

uma espermatogoénia do tipo A.

Tabela 2. Populacéo celular corrigida e rendimento intrinseco da espermatogénese de O.

rufus

Parametros (n=5) Média £+ DP
Espermatog6imido tipo A 3,43 +0,68
Espermatdcito em transicao preleptoteno/leptoteno 19,36 + 5,27
Espermatdcito em paquiteno 14,70 + 3,00
Espermatide arredondada 41,09 + 9,96
Célula de Sertoli 9,57 £0,98
Coeficiente de eficiéncia de mitoses espermatogoniais 5,64 +257
Rendimento meiotico 2,79+0,71
Rendimento geral da espermatogénese 11,98 £ 3,15

Na Tabela 3 encontram-se os indices da célula de Sertoli e os indicativos da
producdo espermatica. A célula de Sertoli apresentou a capacidade de suportar 4,29
esperméatides arredondadas e, levando-se em consideracdo toda a linhagem de células
germinativas, 8,21 células sdo suportadas por uma ceélula de Sertoli. Em relagcdo ao
nimero de células de Sertoli, cada testiculo de O. rufus apresenta 42,24Ix28 de
Sertoli atingindo 232,4 xf@élulas por grama de testiculo.

A eficiéncia do processo espermatogénico foi mensurada por meio da reserva

espermatica testicular (RET) e da producdo espermatica diaria (PED). A reserva
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espermatica por testiculo e por grama de testiculo foi de 183%exBB2 x16
espermétides, respectivamente. Sabendo-se que a dura¢éo do ciclo do epitélio seminifero
corresponde a 6,58 dias, foi possivel calcular a PED, que alcancou 2856 x10

espermatozoides por testiculo e 73,13%d grama de testiculo.

Tabela 3. indices indicativos de produgdo espermatica de Oxymycterus rufus

Parametros (n=5) Média + DP
indice célula de Sertoli (espermatides arredondadas / Sertoli) 4,29 £1,50
Capacidade suporte total das células de Sertoli 8,21 +1,77
Célula de Sertoli por grama de testiculo 10 232,40 £ 5,55
Célula de Sertoli por testiculo (&0 42,21 + 5,02
Reserva espermatica testicular por grama de testicul®) (x10 962 +£1,11
Reserva espermatica testicular por testiculo®x10 183,50 + 7,41
Producdo espermaética diaria por grama de testicul8)(x10 73,13 + 8,40
Producao espermaética diaria por testiculo {x10 28,56 +11,5¢

4. Discusséao

Este é primeiro estudo que fornece dados completos sobre a espermatogénese do
roedor silvestre Oxymycterus rufus. A ordem Rodentia foi caracterizada como aquela que
apresenta maior variacdo em relacdo ao peso dos testiculos/peso corporal fde 0,05
Castor canadensis a 8,44 Tatera indica) em estudo realizado com 133 espécies e,
dentre estas, 62 roedores [11]. Além disso, estes mesmos autores observaram que a maior
alocacdo e maior gasto de energia em massa testicular sdo encontrados em animais de
pequeno porte, quando comparados com animais de grande massa corporal. Assim, 0
indice gonadossomatico encontrado para O. rufus (0,47%).aloéqum roedor de
pequeno porte da subordem Myomorpha, foi superior ao IGS de roedores de grande porte
pertencentes a subordem Hystricomorpha, como a capivara Hydrochoerus hydrochaeris
[23], a paca Cuniculus paca [24] e a cutia Dasyprocta leporina [25], em concordancia
com a descricdo acima. Entretanto, o IGS mostrou-se inferior ao obtido para outros
roedores de menor porte da mesma subordem a qual pertence O. rufus, tais como Akodon
cursor, Akodon montensie Necromys lasiurus [26]. Essas diferencas entre os IGS
também podem ser explicadas devido ao sistema de reproducdo das espécies, pois

segundo Kenagy e Trombulak [11], o tamanho testicular também esta relacionado ao
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comportamento reprodutivo, sendo que espécies monogamicas ou poliginicas, como C.
paca [27]e H. hydrochaeris [28], apresentam o indice gonadossomatico menor em
relacdo aquelas com comportamentos promiscuos ou poliandricos. Isto corrobora a
descricdo do padrdo de acasalamento para grande parte dos roedores, nos quais prevalece
a promiscuidade [29], assim como ha espécie em estudo.

Os tubulos seminiferos, ldsale producéo espermética, sdo os componentes mais
abundantes do testiculo na maioria dos mamiferos, apresentando assim grande influéncia
no peso do parénquima testicular [13,18]. A propor¢cdo volumétrica de tubulos
seminiferos em O. rufus (90,9%) permaneceu dentro do percentual encontrado para a
maioria dos mamiferos estudados (60 a 90 %) [13] e muito proximo a propor¢cdo de
tubulos em D. leporina C. paca [24-25]. Com excec¢do da capivara, que apresenta o
parénquima testicular composto apenas por 52,09 % de tubulos seminiferos [23], 0
compartimento tubular de outros roedores da subordem Myomorpha apresenta percentual
mais expressivo [26] do que o encontrado neste estudo. O ITS de O. rufu®) @40
superior ao de outras espécies silvestres [30,31], e de outros roedores como H.
hydrochaeris, D. leporin@ Agouti paca [24]. Assim, espera-se que animais com
elevados indice tubulossomaticos apresentem maior investimento na producdo de
espermatozoides, corroborando assim com o que foi descrito por Kenagy e Trombulak
[11].

Diversos fatores contribuem para constituicdo do diametro dos tubulos
seminiferos, tais como o numero de camadas de células midides, constituintes da tunica
prépria, o tamanho e a populacdo das células de Sertoli e das células germinativas, e o
fluido secretado pelas células de Sertoli, fato este que determina o tamanho do lume
tubular [23]. O diametro tubular de O. rufus (1754%) apresentou-se préximo ao
menor valor descrito para a maioria das espécies amniotas (180 a 300 um) [32] e similar
ao de roedores da subordem Hystricomorpha como o T. moojeni [33] e D. leporina [24]
Contudo, este parametro foi inferior ao de outras espécies de pequenos roedores da
subordem Miomorpha [26,34] e de outros animais silvestres [20,35].

A altura do epitélio seminifero € uma mensuracdo mais fidedigna na avaliagdo da
producdo espermatica, uma vez que acompanha diretamente as variacbes dm ciclo d
epitélio seminifero [36]. A altura de epitélio descrita para O. rufus (614 se
encontra dentro dos valores descritos para animais domésticos (60 a 100 um) [13.37],
apresentando-se similar a de roedores silvestres da subordem Hystricomorpha como D.
leporina [24] e T. moojeni [33] e também a do canideo Cerdocyon thous [38]. Por outro

lado é inferior ao descrito para roedores da subordem Miomorpha [26,34]. O indice
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epiteliossomatico (IES) € um parametro utilizado para quantificar o investimento em
epitélio seminifero em relagdo & massa corporal, estando diretamente associado com a
producdo espermatica. O. rufus apresentou elevado IES (0,35 %), reforcando a tendéncia
descrita anteriormente que atesta que animais @®eimyestem mais energia em massa
testicular apresentando maior producéo espermatica [11].

O comprimento de tabulos seminiferos relaciona-se a trés parametros estruturais:
o tamanho do testiculo, o didmetro tubular e a propor¢do volumétrica dos tubulos
seminiferos no parénquima testicular [13,23,39]. Para que seja possivel realizar uma
precisa analise comparativa entre os diferentes grupos animais, utiliza-se o comprimento
de tubulos seminiferos em grama por testiculo [31]. O comprimento dos tubulos
seminiferos por grama de testiculo encontrado para a espécie (34,93 m) em estudo foi
duas vezes maior que o descrito para a maioria dos mamiferos domeésticos (10 a 15 m/g)
[13], incluindoH. hydrochaeris [23]. Contudo, foi préximo ao registrado para roedores
como D. leporina [25], O. nigripes [26] e T. moojeni [33].

Os oito estadios do CES apresentaram-se de forma segmentar ao longo dos
tubulos seminiferos, nos quais apenas um estadio por seccao transversal de tubulo foi
observado, padréo este descrito na maioria dos mamiferos [13,24,34,35,40,41], exceto
para alguns primatas, nos quais dois ou mais estadios sdo encontrados por seccao
transversal de tubulo, em um arranjo helicoidal [42]. A frequéncia média de cada um dos
estadios do CES é um parametro relativamente constante entre individuos de uma mesma
espécie, embora variacdes interespecificas sejam perceptiveistilQ].rkfus o estadio
1 foi o mais frequente, assim como observado em outros roedores D. leporiaa\[24]
paca [25], e em outros animais silvestres [43,41].

A meiose pode ser uma boa referéncia quando compara-se o processo reprodutivo
entre as espécies. Resumidamente, o ciclo do epitélio seminifero pode ser dividido em
trés fases distintas, tendo como referéncia a meiose. A fase pré-meioética refere-se aos
estadios do ciclo dispostos apds a espermiacdo e antes da metafase da meiose (estadios 1
ao 3); a fase meidtica engloba o estadio 4 no qual as duas divisées meidticas ocorrem; a
fase pds-meidtica compreende todos os estadios apds a conclusdo das divisdes meidticas
até a espermiacao (estadios 5 ao 8) [13,16]. Na espécie em estudo, as fases pré e pos-
meioticas apresentaram frequéncia semelhante dentro do ciclo, similar ao descrito para os
roedores como D. leporir@A. paca [25], T. moojeni, [33], H. hydrochaeris [44], assim
como observado também em mamiferos ndo roedores [30]. Por outro lado, frequéncias
diferertes foram descritas para outros roedores como A cursor, A montensis, N.

lasiurus, O. nigripes [26] e Oligoryzomys flavescenss [45]. A fase meidtica foi menor do
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gue normalmente é observado em mamiferos domeésticos - 10% [13], mas similar ao
descrito para os roedores A cursd. nigripes [46].

A avaliacdo ultraestrutural dos diferentes tipos de esperméatides permite
acompanhar a formacédo e desenvolvimento do acrossoma. A biogénese do acrossoma
inicia-se por uma via de transporte de vesiculas do reticulo endoplasmatico rugoso até o
aparelho de Golgi, onde sédo produzidas dois tipos de vesiculas: pro-acrossomal e nao-
acrossomal, que seguirdo para polos opostos da superficie nuclear. O primeiro formara o
acrossoma e o segundo contribuird para a formacéo da cauda das espermatides a partir do
centrossomo [47]. As vesiculas pro-acrossomais, com granulos pro-acrossomais em seu
interior, sd@o transportadas por proteinas motoras, tal como a miosina, sobre o0s
microtUbulos. Estas vesiculas coalescem em um Unico granulo, denominado vesicula
acrossomal, a qual se achata no momento em que faz contato com a superficie nuclear
[15], formando assim o capuz acrossdmico. Este capuz, acoplado ao envoltério nuclear,
inicia entdo sua descida ao longo do nudcleo [48]. Desse modo, o0 nucleo progressivamente
se alonga e o aparelho de Golgi afasta-se do acrossoma e migra para o polo caudal da
célula. Neste ponto 0 acrossoma parece cessar seu crescimento, mas sofre um processo
gradual de aumento em densidade [15]. O acrossoma toma forma caracteristica em
muitas espécies, podendo se projetar anteriormente e mesmo atingir dimensodes
superiores as do préprio nucleo [49].

A duracdo do CES é um parametro espécie especifico que é controlado pelo
genotipo das células germinativas, assim como a frequéncia relativa de cada estadio
[13,50]. Segundo Costa et al. [25], a duracdo média de um ciclo espermatogénico em
roedores € um pouco mais rapida (8 a 12 dias) quando comparada a duracdo em outras
espécies de mamiferos, que ocorre num intervalo de 9 a 14 dias [13,15&253/Aca0
do CES em O. rufus (6,58 dias) foi relativamente curta quando comparada as menores
duracdes registradas até hoje para os roedores D. leporina [24] e Cleterionomys glareolus
[51]. Apresentou-se ainda menor que em outros roedores pertasntartteda subordem
Hystricomorpha quanto Miomorpha [25,26,33,44]. Assim como a duragéo de um ciclo, a
duracéo total do processo espermatogénico de O. rufus esteve abaixo do valor descrito
para espécies de roedores e de mamiferos domeésticos [13,25,26,33,44]. Adicionalmente,
Peirce e Breed [52] relataram que o sistema de acasalamento das espécies também pode
influenciar na duragdo do ciclo do epitélio seminifero. Estudo realizado com duas
espécies de roedores com sistemas de acasalamento distintos, demonstrou que a espécie
poliginica apresentou ciclo mais longo, enquanto aquela com sistema de acasalamento

promiscuo (onde se encaixa O. rufus), apresentou ciclo com menor dufacao.
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justificativa seria que em ciclos de pequena duracdo, a producdo de espermatozoides é
mais rapida, o que pode refletir uma adaptacdo na competicdo entre machos pela
fertilizacao.

Uma das formas de se determinar a eficiéncia do processo espermatogénico é
através das razdes numéricas entre a espermatogonia do tipo A e os outros tipos celulares
componentes do epitélio seminifero [53-54]. Estas raz6es permitem comparacdes entre
diferentes espécies, bem como a quantificacdo de perdas que normalmente ocorrem
durante os processos de divisdo celular [55]. O coeficiente de eficiéncia de mitoses
espermatogoniais representa 0 numero de espermatocitos primarios em
preleptéteno/leptéteno derivados de cada espermatogbnia do tipo A [56]. Geralmente,
seis geracdes de espermatogbnias sao descritas para a maioria dos mamiferos, a partir da
espermatogobnia tronco, possibilitando a origem de 64 células ao final da fase mitotica
[13,15,44]. O coeficiente de eficiéncia de mitoses espermatogoniais em O. rufus
apresentou eficiéncia relativa de apenas 8,82 % em relacdo ao numero maxima, possivel
podendo se estimar assim uma perda celular de aproximadamente 90 % nesta fase.
Apesar deste valor ser expressivo, se encontra préximo da amplitude de perdas (60 a
90%) descrita para esta fase em mamiferos domésticos e silvestres [13,24,43,55,57].

A apoptose de células germinatiyalurante estadios especificos do ciclo do
epitélio seminifero, pode representar a remocao de células que apresentem componentes
genéticos incompletos ou anormalidades cromossdmicas [58-59]. Outro papel para
apoptose no tubulo seminifero inclui o0 mecanismo regulatério para manter o namero
apropriado de células germinativas por célula de Sertoli, além da arquitetura e posi¢ao
das células germinativas no epitélio [60]. Na maioria dos mamiferos estudados, a menor
perda celular registrada ocorre na fase meiotica (5 a 30%) [13] e, considerando a
eficiéncia total desta fase, quatro espermatides arredondadas sdo esperadas para cada
espermatécito primario (1:4). Em O. rufus o rendimento meiético alcancou 69,75%,
estando este dentro da faixa registrada para outros roedores C. paca, D. leporina, H.
hydrochaeris [24], A cursor, A montensis, N. lasiurus, O. nigripes [26] e T. moojeni
[33].

O rendimento geral da espermatogénese € obtido pela razdo entre
espermatogbnias do tipo A e espermatides [13], sendo as perdas durante 0 processo
espermiogénico consideradas pequenas e nao significativas [13,17,18,53]. O alto niumero
de espermatogébnias do tipo A encontrada em O. rufus levou ao baixo rendimento geral

BN

da espermatogénese (11,98), quando comparado a H. hydrocltaepacae D.
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leporina [24] pertencentes a subordem Hystricomorpha e também a outros roedores
silvestres como A. curs@&O. nigripes [46] da subordem Miomorpha.

As células de Sertoli desempenham papel fundamental na regulagdo do processo
espermatogénico, pois o coordenam tanto topograficamente quanto funcionalmente
[13,36,61]. A populacdo destas células é estéawelanimais adultos e ao longo dos
diferentes estadios do CES, sendo assim utilizada como um ponto de referéncia para se
quantificar e avaliar funcionalmente o processo espermatogénico [13,15,53]. Em O.
rufus, o nimero de células de Sertoli por grama de testiculo (2323 seléncontra
muito acima do valor observado para pequenos roedores da subordem Miomorgha [26]
também acima do valor descrito para A paca, D. leporinagBb]hydrochaeris [28]
pertencentes a subordem Hystricomorpha. A célula de Sertoli apresenta@u baix
capacidade de suporte (8,21 células), sendo esta menor que o registrado para outras
espécies de mamiferos (11 a 37 células) [13,20,24,43,55,57]. Assim, a baixa capacidade
suporte das células de Sertoli parece ser compensada pelo maior numero de células de
Sertoli por grama de testiculo, permitindo a eficiéncia do processo espermatogénico em
O. rufus.

A reserva espermatica testicular (RET) quantifica o ndamero potencial de
espermatozoides produzidos por testiculo e por grama de testiculo de determinada
espécie, a cada ciclo do epitélio seminifero [ATRET em O. rufus (962 x1%) foi muito
maior que a descrita para mamiferos domésticos [13] e também acima da registrada para
outros roedores da subordem Hystricomorpha como H. hydrochaeris, D. lep@ina
paca [24]. Este fato pode ser explicado pelo expressivo comprimento de tubulos
seminiferos observado em O. rufus, o qual esta diretamente envolvido com a reserva
espermatica. Além disso, o alto valor da RET relaciona-se com o comportamento
promiscuo em O. rufus, enquanto que H. hydrochaei@®s paca, com sistemas de
acasalamento poliginico e monogéanirespectivamentg27,28], apresentam menor
RET.

O célculo da producdo espermética diaria (PED) é obtido a partir da duragéo de
um ciclo do epitélio seminifero e do conhecimento da reserva espermatica testicular,
sendo este um parametro espécie especifico. Além disso, a PED por grama de testiculo é
uma mensuracéo da eficiéncia da espermatogénese e pode ser utilizada em comparacdes
interespecificas [62-63]. Em O. rufus, a PED por grama de testiculo é bastante elevada
(73,13 x16) quando comparada com roedores da subordem Hystricomorpha, H.
hydrochaerie C. paca [24], e similar a descrita para A. cursor, A. montensis, N. lasiurus

e O. nigripes, pertencentes a subordem Miomorpha [26].alta eficiéncia
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espermatogénica, correlaciona-se com 0s seguintes fatores: a curta duracdo da
espermatogénes propor¢doe o comprimento dos tubulos seminiferos; o nimero de
células de Sertoli por grama de testiculo e sua capacidade suporte [22, 37,54].

Portanto, fatores como: a curta duracdo do ciclo do epitélio seminifero, o que
possibilita a rapida producdo de espermatozoides; valores elevados da proporcao de
tubulos seminiferos no parénquima testicular; grande comprimento de tdbulos
seminiferos e elevado numero de células de Sertoli por grama de testiculo, proporcionam
a Oxymycterus rufus alta eficiéncia no processo espermatogénico, mesmo que a espécie

apresente baixa capacidade suporte das células de Sertoli.
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Artigo 2

Morfometria do compartimento tubular e dindmica da espermatogénese do roedor

silvestre Oxymycterus nasutus (Rodentia: Cricetidae)

Resumo

Apesar da ordem Rodentia apresentar ampla distribuicdo mundial e importante niamero
de representantes na fauna brasileira, sdo escassos 0s estudos detalhados sobre a
morfofisiologia testicular destes animais. Portanto, este estudo teve como objetivo
analisar a dinamica do processo espermatogénico de Oxymycterus nasutus, utilizando
para isto ferramentas morfométricas e estereoldgicas. Testiculos de 10 machos
sexualmente maduros foram utilizados, obteseldndice gonadossomatico médio de

0,89 %. O parénquima testicular € composto por 95,19% de tubulos seminiferos que
totalizaram 18,62 metros por grama de testiculo. Foram caracterizados 8 estadios do ciclo
do epitélio seminifero de acordo com o Método da Morfologia Tubular. O estadio 1 foi
utilizado para contagem da populacao de células germinativas, bem como das células de
Sertoli. Em média, 3,47 espermatogonias do tipo A, 24,39 espermatdcitos primarios em
preleptéteno na transicdo para leptéteno, 24,13 espermatocitos primarios em paquiteno,
68,38 espermatides arredondadas e 7,33 células de Sertoli foram encontradas por seccéo
transversatubular. O nimero de células de Sertoli por grama de testiculo foi de 91,02
x1C® e cada célula foi capaz de suportar 9,34 espermatides e 16,42 células germinativas.
O coeficiente de mitoses espermatogoniais foi 7,03, enquanto 2,83 espermatides foram
produzidas de cada espermatdcito primario em paquiteno. A eficiéncia do processo
espermatogénico como um todo foi de 19,71 células, enquanto que a reserva espermatica
por grama de testiculo foi em média 849,64 °xE8permatides. Conclui-se que
Oxymycterus nasutus € uma espécie que tem alto investimento energético na reproducao,

corroborando os achados para outras espécies da familia Cricetidae.

Palavras-chave: células de Sertoli, espermiogénese, epitélio seminifero, morfologia,

estereologia testicular.

45



1. Introducéo

A ordem Rodentia apresenta ampla distribuicdo mundial, com representantes
sendo encontrados em todos os habitats, desde a tundra artica aos desertos (Honeycultt,
2004). Sao abundantes em florestas tropicais e desempenham diversas funcdes ecoldgicas
importantes nestes locais, atuando como predadores de sementes e de plantulas (Vieira et
al., 2003), dispersores de sementes (Caceres e Monteiro-Filho, 2000), e ainda como base
da cadeia alimentar de predadores como serpentes, aves de rapina e mamiferos
carnivoros (Wang, 2002).

Os roedores cricetideos da subfamilia Sigmodontinae, constituem o grupo mais
diverso de mamiferos do Novo Mundo (D’Elia, 2003), o qual € formado por 74 géneros e
aproximadamente 300 espécies (Musser e Carleton, 2005). O género Oxymycterus
contém nove espécies registradas no Brasil, com tamanho corporal variando de 11,5 a 18
cm e o comprimento da cauda menor que o do corpo. Possui garras bem desenvolvidas e
focinho longo, o mesmo padréo descrito para espécies dentro do género. A coloracéo da
pelagem do dorso varia de cinza escuro ou castanho-avermelhado a castanho-amarelado
(Bonvicino et al., 2008).

A espécie modelo deste estudo, Oxymycterus nasutus (Waterhouse, 1897),
apresenta habito terrestre e semi-fossorial, ocupando areas de campos abertos dos estados
da regido Sul do Brasil. Além disso, possui uma dieta altamente insetivora (Paise e
Vieira, 2006).

Apesarda ordem Rodentia possuir grande namero de representantes na fauna
brasileira, sdo escassos 0s dados na literatura sobre sua biologia reprodutiva (Duarte,
2003), 0 que nos motivou a realizar o presente estudo. Estudos quantitativos das células
gue compdem o epitélio germinativo de tubulos seminiferos fornecem dados importantes
para o entendimento do processo espermatogénico (Franca e Russell, 1998). O epitélio
germinativo é organizado em uma série de associagdes celulares ou estadios (Leblond e
Clermont, 1952), os quais podem ser classificados de acordo com o Método da
Morfologia Tubular, o qual permite a caracterizagém oito estadios por ciclo
(Berndtson, 1977). Outro importante parametro na avaliagdo da funcdo testicular é o
indice das células de Sertoli, pois este reflete diretamente a eficiéncia destas células em
relacdo a espermatogénese (Russell e Peterson, 1984; Sinha-Hikim et al., 1989). Neste
sentido, objetivou-se descrever a dindmica da espermatogénese de O. nasutus através da
quantificacdo de indices, rendimentos intrinsecos e reserva espermatica testicular, além

da descricéo dos estadios do ciclo do epitélio seminifero.
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2. Materiais e Métodos
2.1. Coleta dos animais

Foram coletados 10 espécimes de Oxymycterus nasutus machos e sexualmente
maduros. As coletas foram realizadas no bioma Patpa23’01” e W 51°22°27”), em
Barra do Ribeiro no Rio Grande do Sul, sendo previamente autorizadas pelo
ICMBIo/SISBIO (nimero do protocolo 29358-1).

Os espécimes foram capturados em armadilhas tipo Sherman e gaiolas com isca
suspensa (live-trap) distribuidas na area de estudo e posteriormente levados ao
laboratorio de Biologia Animal da Universidade Federal do Rio Grande do Sul
(UFRGS), onde foram submetidos a eutanasia por superdosagem anestésica, pela
associacao de cloridrato de Xilazina (150 mg/kg) associado a cloridrato de Quetamina
(10 mg/kg). Realizou-se entdo a pesagem e medicao dos animaisasdguieinocao e
pesagem de ambos os testiculos. A albuginea de um dos testiculos foi dissecada e pesada
para obtencdo do peso do parénquima testiclilado o procedimento realizado foi
previamente aprovado pelo Comité de Etica da Universidade Federal de Vigosa
(CEUA/UFV — numero do protocolo 28/013).

Para as andlises histomorfométricas, fragmentos testiculares foram fixados em
solugdo Karnovsky (Karnovsky, 196%or 24h, transferidos para etanol 70 % e
processados rotineiramente para inclusdo em glicol-metacrilato (Historesin®, Leica).
Foram realizadas seccOes semisseriadas i 3e espessura em micrdétomo rotativo
(Leica, RM2255), respeitando-se intervalo minimo deu#hCentre os cortes, que foram
corados com azul de toluidina/borato de sédio 1 % e posteriormente analisados. Para a
realizacdo da morfometria, foram capturadas imagens em diferentes aumentos, em
fotomicroscopio (Olympus BX-40), as quais foram analisadas utilizando-se programa
Image Pro PIUS(Media Cybernetics).

Para andlise da ultraestrutura em microscopia eletrénica de transmissdo (MET),
os fragmentos testiculares foram refixados em solucdo glutaraldeido 2,5 %, por no
minimo 12 h e posteriormente armazenados em tamp&o cacodilato 0,1 M, pH°Z,4 a 4
As amostras foram poés-fixadas em tetroxido de ésmio 1 % e ferrocianeto de potassio 8
(1:1) durante 2 h e posteriormente desidratadas em etanol, seguindo-se a inclusdo em
resina Spurr (EMS, USA). Cortes ultrafinos, obtidos em ultramicrétomo (Sorvall Nt2-B),
foram contrastados com acetato de uranila 3 % e citrato de chumbo 3 % e observados em
microscopio eletrénico de transmissdo (Jeol 1011) no Nucleo de Microscopia e

Microanalise da Universidade Federal de Vigosa.
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2.2. Morfometria e estereologia testicular

O indice gonadossomatico (IGS) foi calculado a partir do peso corporal e do peso
de ambos os testiculos, utilizando-se a seguinte formula: (peso gonadal/peso corporal) x
100 (Berndtson, 1977). A proporcao volumétrica dos componentes do parénquima
testicular (tubulos seminiferos e tecido intertubular) foi determinada a partir da contagem
de 2660 pontos projetados sobre 10 imagens obtidas ao acaso, quantificando-se assim o
percentual de pontos sobre tubulos seminiferos (tanica propria, epitélio seminifero e
lume), e intertubulo.

O peso do parénquima testicular foi calculado com base no peso testicular total,
subtraindose deste o0 peso da albuginea testicular. O volume dos componentes do
parénquima, expresso em mL, foi estimado a partir do conhecimento do volume
testicular. Como a densidade volumétrica do testiculo € proxima de 1, considerou-se 0
peso testicular igual ao volume (Johnson et al., 1B&ca e Godinho, 2003; Costa et
al., 2011). O volume do epitélio seminifero foi obtido dividindo-se o percentual do
epitélio seminifero por 100 e multiplicando o resultado pelo peso do parénquima
testicular. O indice tubulossomaético (ITS), algdetermina o investimento em tabulos
seminiferos em relacdo a massa corporal, foi obtido dividindo-se o volume de tubulos
seminiferos pelo peso corporal e o valor resultante multiplicado por 100.

O diametro tubular médio e a altura do epitélio seminifero foram obtidos a partir
da mensuracao de 30 seccdes transversais tuhjwlareontorno o mais circular possivel,
independente do estadio do ciclo do epitélio seminifero (CES) em que se encontravam.
Como o epitélio é a parte funcional do tubulo, calculou-se o indice epiteliossomatico
(IES) utilizando-se a seguinte formula: (volume do epitélio seminifero/peso corporal) x
100.

O comprimento total de tubulos seminiferos por testiculo, expresso em metros, foi
estimado a partir da seguinte formula: CT= {8/ onde VTS= volume dos tdbulos
seminiferos;tR*= &rea da seccdo transversal dos tUbulos seminiferos e R= diametro
tubular/2. O comprimento total de tubulos seminiferos por grama de testiculo foi
calculado dividindo-se o valor do comprimento total de tubulos seminiferos por testiculo

pelo peso de ambos os testiculos.

2.3. Estadios do ciclo do epitélio seminifero e frequéncia relativa
Para caracterizagcdo dos estadios do CES, utilizou-se o método da morfologia
tubular descrito por Berndtson (1977), o qual se baseia na forma e localizagdo do nucleo

das espermatides, na ocorréncia de figuras de divisdo meiotica e na composicao geral do
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epitélio seminifero, identificando-se 8 estadios. A frequéncia relativa de cada um dos 8
estadios do CES foi determinada a partir da caracterizacdo e contagem de 200 secc¢bes
transversais de tubulos seminiferos para cada animal, ess@lgdtoriamente.

2.4. Contagem de células germinativas e indices de rendimento

As populagdes das células germinativas e células de Sertoli foram estimadas a
partir da contagem de 10 secgfes transversais de tubulos seminiferos no estadio 1 do
CES, por animal. Foram quantificadas as populacdes de espermatogdnias do tipo A (A),
espermatocitos primarios em preleptoteno na transicdo para leptéteno (PL-L),
espermatdcitos primarios em paquiteno (P), esperméatides arredondadas (AR) e células de
Sertoli (S).

O didametro nuclear médio das células germinativas e o nucleolar médio das
células de Sertoli foram obtidos pela mensuracdo de 30 nucleos e 30 nucléolos de cada
tipo celular citado. Por existirem variagcbes no tamanho das células que compdem o
epitélio seminifero, as contagens obtidas foram corrigidas numericamente pela formula
de Abercrombie (1946), posteriormente modificada por Amann (186l considera
o didmetro nuclear/nucleolar médio e a espessura do corte. Baseado nos valores
corrigidos, foi possivel calcular os seguintes coeficemteoeficiente de eficiéncia de
mitoses espermatogorsgiPL-L/A), no qual se quantifica as perdas celulares ocorridas
durante a fase espermatogonial; o rendimento mei6tico (AR/P), que quantifica a
eficiéncia das divisbes meidticas; o rendimento geral da espermatogénese (AR/A), que
demonstra a eficiéncia deste processo como um todo; a capacidade suporte total das
células de Sertoli para com as células germinativas [(A + PL-L + P + AR) /p8lae
com as espermatides arredondadas (AR/S). O numero total de células de Sertoli por
testiculo foi determinado a partir do valor do comprimento de tubulos seminiferos,
multiplicado pelo nimero corrigido de nucléolos de Sertoli por sec¢éo transversal e o
resultado dividido pela espessura do corte. Para o célculo desse niumero por grama de
testiculo, dividiu-se o valor obtido para o numero de células de Sertoli por testiculo pelo
peso testicular.

A reserva espermatica testicular (RET) total e por grama de testiculo foi
determinada a partir da populagéo celular de espermatides arredondadas no estadio 1 do
CES, considerando-se para isto que a perda ocorrida na espermiogénese nao é
significativa. Para isso, foi obtido o nimero médio de espermatides arredondadas em
seccOes transversais de tubulos seminiferos, sendo este numero corrigido para o

comprimento total do tubulo por testiculo ou por grama de testiculo, a partir da férmula:
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RET = (comprimento dos tubulos seminiferos / espessura do corte) x namero corrigido
de espermatides arredondadas por seccdo transversal (Berndtson, 1977). Os dados
descritivos foram analisados utilizando a funcéo estatistica do software Excel/ Windows7

e estdo representados como média e desvio padréo.

3. Resultados e Discussao
Este € primeiro estudo que fornece dados do processo espermatogénico do roedor

silvestre Oxymycterus nasutus.

3.1. Morfometria e estereologia testicular

Todos os valores referentes aos parametros biométricos, morfométricos e de
estereologia testicular de Oxymycterus nasutus sdo encontrados na Tabela 1.

O peso testicular registrado para O. nasutus foi de 0,52 g, sendo superior ao de
outros roedores cricetideos tal como Oligoryzomys nigripes (0,14 g; Balarini, 2013),
Hylaeamys megacephalus (0,19 g; Melo et al., 2013), Akodon montensis (0,22 g;
Cordeiro Janior, 2009) e Akodon cursor (0,33 g; Balarini, 2013). O testiculo € um 6rgéo
envolvido por uma capsula de tecido conjuntivo denominada albuginea testicular (Russell
et al., 1990), a qual ndo participa diretamente do processo espermatogénico e da secrecéo
androgénica (Johnson et al., 1981). A albuginea testicular em O. nasutus representou
3,84% do peso testicular, sendo este valor superior ao descrito para outras espécies de
roedores como Trynomys moojeni (3,10 %; Cordeiro Junior et al., 2010), H.
megacephalus (3,33 %; Mebbal., 2013) e Necromys lasiurus (3,80 %; Cordeiro Junior,
2009), mas inferior ao descrito para a maioria dos mamiferos domeésticos estudados
(10 %; Franca e Russell, 1998).
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Tabela 1. Biometria, morfometria e estereologia testicular de Oxymycterus nasutus

Parametros (n=10) Média + DP
Peso corporal (g) 58,30 £ 7,27
Peso testicular (g) 0,52 +0,22
Peso do parénquima (g) 0,50 £ 0,22
indice gonadossomatico (%) 0,89 +0,43
Albuginea testicular (%) 3,84 £2,23

Proporcao Volumétrica (%)

Compartimento tubular 95,19 +1,60
Tanica prépria 2,42 £ 0,90
Epitélio seminifero 65,09 + 3,73
Lume 27,68 + 3,62

Diametro tubular (um) 249,89 + 21,10

Altura do epitélio seminifero (um) 62,47 £ 8,17

Volume tubulafmL) 0,48 £ 0,20

Volume do epitélio seminifero (mL) 0,33+0,13

indice epiteliossomatic(9o) 0,56 + 0,27

indice tubulossomatico (%) 0,82 +0,43

Comprimento total de tubulo seminifero (m) 9,65+ 3,64

Comprimento tubulo seminifero por grama de testiculo (m) 18,62 + 3,65

O IGS registrado para O. nasutus (0,89 %) foi superior ao descrito para H.
megacephalus (0,40%; Melo et al., 2013), O. nigripes (0,68 %; Balarini, 2013), A cursor
(0,74 %; Balarini, 2013) e N. lasiurus (0,80%; Cordeiro Junior, 2009), porém menor que
o0 registrado para outros roedores, como T. moojeni (0,93 %; Cordeiro Junior et al., 2010)

e A. montensis (1,10 %; Cordeiro Janior, 2009). Segundo Kenagy e Trombulak,(1986
espécies de menor tamanho corporal apresentam maior alocacdo e gasto de energia na

massa testicular. Aléem disso, segundo Setchell (19a8acoes intra e interespecificas
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no tamanho relativo dos testiculos sdo em grande parte reflexo da variacdo nos requisitos
para a producado espermatica.

O parénquima testiculao qual representa a parte funcional do testicélo,
composto por dois compartimentos: o tubular e o intertubular (Fawcett et al., 1973;
Russell et al., 1990). O compartimento tubular usualmente ocupa mais do que dois tercos
do parénquima (Russell e Franca, 1995), o que pode ser evidenciado em O: nasutus
95,19 %. Este valor é muito proximo & maior densidade volumétrica descrita para um
roedor silvestre: T. moojeni com 97,60 % de tubulos seminiferos (Cordeiro Junior et al.,
2010). Alem disso, a densidade volumétrica de O. nasutus foi superior a descrita para
outros roedores cricetideos como A. cursor (90,70 %; Balarini, 2013), O. nigripes (93,78
%,; Balarini, 2013), H. megacephalus (94,46 %; Melo et al., 2013) e Oligoryzomys
flavescens (95 %; Boiani et al.,, 2007). O compartimento tubular € de extrema
importancia pois esta diretamente relacionado ao sucesso reprodutivo das espécies,
devido a sua producéo espermatica (Franca e Russell, 1998). O O. nasutus alddou 0,82
do seu peso corporal em tubulos seminiferos, sendo este um dos mais altos ITS ja
relatados dentre os roedores silvestres, comparando-se aos pequenos roedores H.
megacephalus (0,36 %; Melo et al., 2013), O. nigripes (0,58 %; Balarini, 2013), A
cursor (0,66 %; Balarini, 2013) ou aos grandes roedores Hydrochoerus hydrochaeris
(0,06 %; Carretta Junior, 2012), D. leporina (0,23 %; Carretta Junior, 2012) e C. paca
(0,24 %; Carretta Junior, 2012). Considerando-se os valores de IGS e ITS mencionados,
sugere-se que O. nasutus € uma espécie de comportamento promiscuo, do tipo
poliandrico, o qual favorece machos com maior investimento na produgdo de
espermatozoides em relacdo aquelas espécies monogamicas ou poliginicas (Kenagy e
Trombulak, 1986).

Héa indicacdes de uma relacdo positiva entre o didametro do tabulo seminifero e a
atividade espermatogénica testicular (Sinha-Hikim et al., 1988). O diametro do tubulo
seminifero permanece relativamente constante nos animais sexualmente maduros néo
sazonais, mas grandes variacbes podem ser observadas em diversas, espécies
especialmente sazonais (Paula et al., 2002). Em O. nasutus, o diametro tubular médio
(249,89 um) se encontra dentro dos valores observados para maioria dos amniotas: 180 a
300 um (Roosen-Runge, 1977). Entretanto, este valor foi superior ao de roedores
cricetideos como A cursor (203,83 um; Balarini, 2013), H. megacephalus (206,50 um;
Melo et al., 2013) e A montensis (233 um; Cordeiro Janior, 2009), e maior que 0s
descritos para grandes roedores como Agouti paca e Dasyprocta leporina, com 185 e 193

pum (Costa et al., 2010a), respectivamente.
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Um dos parametros utilizados para avaliacdo da producédo espermatica € a altura
do epitélio seminifero, por ser uma mensuragdo que acompanha diretamente as variacdes
do ciclo do epitélio seminifero (Wing e Christensen, 1982). Em O. nasutus, o valor
médio da altura do epitélio seminifero (62,47 um) ficou dentro da faixa observada para
maioria dos mamiferos domésticos (60 - 100 um), apresentando-se amrdl@scrito
para o roedor O. nigripes (62,20 um; Balarini, 204 @ara outras espécies de animais
silvestres (54 - 66 um; Costa et al., 20CG4ldeira et al., 2010; Morais et al., 2013).
indice epiteliossomatico (IES) avaliado neste estudo relaciona-se diretamente a atividade
espermatogénica e mostrou que 0,56% do peso corporal de O. nasutus foi alocado em
epitélio seminifero. Este resultado reforca a teoria de que animais de menor porte tém
maior investimento em producado espermética (Kenagy e Trombulak, 1986).

O comprimento total de tubulos seminiferos em O. nasutus foi de 9,65 metros por
testiculo. Entretanto, como ha diferencas quanto ao tamanho dos testiculos entre as
espécies, o comprimento de tubulos seminiferos por grama de testiculo torna-se relevante
para comparacdes interespecificas (Sarti, 2006). Assim, cada grama de testiculo
apresentou 18,62 metros de tubulos seminiferos, sendo superior ao descrito para maioria
dos mamiferos domeésticos (10 a 15 m/g; Franca e Russell, 1998) e para H. hydrochaeris
(12,46 m/g; Carretta Junior, 2012), porém menor que o registrado para outros roedores
silvestres (21 - 39 m/g; Cordeiro Junior, 2009; Cordeiro Janior et al., 2010; Carretta
Janior, 2012; Balarini, 2013; Melo et al., 2013). Variacdes interespecificas estao
relacionadas com trés parametros estruturais: o tamanho do testiculo, o diametro tubular
e a proporcao volumétrica dos tubulos seminiferos no parénquima testicular (Franca e
Russell, 1998; Paula et al., 2002; Costa et al., 2004).

3.2. Ciclo do epitélio seminifero

De acordo com o Método da Morfologia Tubular descrito por Berndtson (1977),
oito estadios do CES foram descritos em O. nasutus (Figuras 1 e 2). Os estadios se
apresentaram de forma segmentar ao longo do comprimento do tibulo seminifero, sendo
observado apenas um estadio por secgdo transversal tubular. Além disso, diferentes
arranjos de células germinativas se encontravam em cada estadio, juntamente com dois
tipos celulares detectados constantemente nos oito estadios do CES: as células de Sertoli
e as espermatogobnias. Outros roedores como A. cursor, O. nigripes (Balarini, 2013), H.
megacephalus (Melo et al., 2013), A paca, D. leporina (Costa et al.,, 20HDa) e
hydrochaeris (Paula et al., 1999) também apresentaram o mesmo padrao descrito para a

espécie em estudo.
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Os nucleos das células de Sertoli proximos a tanica prépria apresentavam formato
arredondado ou triangular com trés nucléolos, um bem desenvolvido, e, outros dois
menores proximos ao maior. As espermatogonias do tipo A foram observadas do estadio
1 ao 8, sempre proximas a tunica propria, apresentando o maior tamanho dentre os tipos
de espermatogonias (Figuras 1 e 2). No estadio 6, além da espermatogdnia do tipo A,
foram observadas espermatogdnias intermediarias com nucleos menores e mais escuros
(Figura 2B). Nos estadios 7 e 8, espermatogdnias do tipo B apresentavam nucleo redondo
ou ovoide com maior contetdo de heterocromatina que as demais (Figuras 2C e 2D).

O estadio 1 caracterizou-se pela presenca de espermatides arredondadas dispostas
em 3 a 4 camadas em torno do lume tubgldogo abaixo de das geracdes de
espermatdcitos primarios, urean fase de paquiteno outra em preleptéteno na transicao
para leptéteno (Figura 1A). No estadio 2, as espermatides arredondadas iniciam o
processo de alongamento e condensacao de cromatina. Os espermatocitos primarios em
preleptéteno na transicdo para leptdéteno apresentam agora caracteristica de zig6teno,
além daqueles em paquiteno que se encontram numa camada intermediaria no epitélio
(Figura 1B). O estadio 3 apresentou espermatides alongadas dispostas em feixes bem
definidos e orientadas para o compartimento basal do epitélio, além de duas geracdes de
espermatdécitos primarios: uma em zigéteno e outra em dipléteno com seu nucleo
caracteristicamente grande (Figura 1C). O estadio 4 caracterizou-se pelas divisbes
meidticas, nas quais os espermatdcitos em dipléteno sofrem a primeira divisdo meiotica,
originando os espermatdcitos secundarios, e estes, por meio da segunda divisdo meiotica,
originam as esperméatides haploides. Além das figuras de divisdo, também se encontram
no epitélio espermatécitos primarios em zigéteno e os feixes de esperméatides alongadas
(Figura 1D). No estadio 5 encontram-se duas geracdes de esperméatides: as alongadas
arranjadas em feixes bem definidos inseridos entre as arredondadas recém-formadas,
além da populacéo de espermatdcitos primarios em zigéteno na transicao para paquiteno
(Figura 2A). J& no estadio 6, os feixes de espermatides alongadas comecam a se dissociar
entre as espermatides arredondadas e se aproximam mais da bordadecongbarado
ao estadio anterior. Além destas, encontram-se espermatécitos primarios em paquiteno
ocupando a parte intermediaria do epitélio (Figura 2B). O estadio 7 apresentou
espermatides alongadas individuais, alinhadas na borda do lume. Abaixo destas ficavam
as espermatides arredondadas e espermatocitos primarios em paquiteno (Figura 2C). E
por ultimo, no estadio 8 encontram-se espermatozoides no lume do tubulo seminifero,
espermatides alongadas prontas para serem espermiadas e, junto a estas, corpos residuais

na borda luminal. Numa camada intermediaria foram encontrados espermatocitos
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primarios em paquiteno e na camada basal os espermatdcitos primarios em preleptéteno

na transicao para leptoteno (Figura 2D).

Figura 1. Seccdes histolégicas de tubulos seminiferos representando os estadios de 1 a 4
do CES de Oxymycterus nasutus: célula de Sertoli (S); espermatog6nia do tipo A (A);
espermatdcito em transicdo preleptoteno/leptoteno (PL/L); espermatocito em zigdteno

55



(2); espermatécito em paquiteno (P); espermatocito em diploteno (D); espermatoécito
secundario (ES); figura meidtica (M); espermatides arredondadas (ES); espermétides
alongadas (AL); espermatides em alongamefto ( ); limeunica propria (—). Azul

de toluidina/borato de sédio 1%. Barra: 20 pm.
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Figura 2. Secges histologicas de tubulos seminiferos dos estadios de 5 a 8 do CES de
Oxymycterus nasutus: célula de Sertoli (S); espermatogbnia do tipo A (A);
espermatogbnia intermediaria (I); espermatogbdnia do tipo B (B); espermatécito em
preleptéteno/leptéteno (PL/L); espermatdcito em transicdo zigéteno/paquiteno (Z/P);

espermatécito em paquiteno (P); espermatides arredondadas (AR); espermétides
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alongadas (AL); corpos residuais (CR); lunie); tanica propria (—). Azul de
toluidina/borato de sédio 1%. Barra: 20 um.

A frequéncia relativa dos estadios do CES €& uma constante espécie especifica
controlada pelo gendtipo das células germinativas (Franca et al., 1998), essencial para a
estimativa da duracdo de cada estadio (Costa et al., 2011b). O estadio 8 apresentou a
maior frequéncia relativa, representando 22,55 % do ciclo, enquanto a menor frequéncia -
7,10 % - foi descrita para o estadio 4. O estadio 8 também se mostrou o mais frequente
em outros roedores cricetideos como A cursor (21,13 %; Balarini, 2013) e H.
megacephalus (23,3 %; Melo et al., 2013), além de ter sido descrito como o mais
frequente também no cateto Tayassu tajacu (17,3 %; Costa et al.,, 2010b) e na onca
pintada Panthera onca (25 %; Costa et al., 2008). A menor frequéncia do estadio 4 em
0. nasutus também foi observado em outras espécies silvestres (Bitencourt et al., 2007;
Portas et al., 2012; Oishi et al., 2013).

Além de se dividir o CES em oito estadios, pode- se classificar a espermatogénese
dividindo o ciclo em trés fases, utilizando a meiose como referéncia (Figura 3). A
primeira fase, pré-meibdtica, refere-se aos estadios do CES que ocorrem logo apds a
espermiacdo e antes da metafase da meiose e corresponde aos estadios 1, 2 e 3. A fase
meiotica refere-se ao estadio no qual duas divisées meidticas ocorrem (estadio 4). A fase
pos-meidtica é constituida pelos estadios de 5 a 8, a partir do final das divisbes meibticas
até a espermiacao (Courot et al., 1970; Franca e Russell, 1998). Assim, os estadios pré-
meioticos caracterizam-se pela presenca de uma geracdo de esperméatides, enquanto os
pés-meidticos por duas geracdes destas células (Ortavant et al., 1977). Em relacdo as
fases do ciclo espermatogénico em O. nasutus, a pré-meidtica representou 41,6 %, a
meidtica 7,1 % e a pdés-meidtica 51,3 % (Figura 3). O maior percentual da fase pos-
meiodtica em O. nasutus provavelmente se dé pelo fato da grande frequéncia apresentada
pelo estadio 8. A fase pds-meidtica também representou o maior percentual do ciclo em
outros roedores cricetideos como A cursor (Balarini, 2013), H. megacephalus (Melo et
al., 2013), O. flavescens (Boiani et al., 2007) e O. nigripes (Balarini,).2Cbd8&tudo,
padréo diferente foi descrito para roedores de grande porte como A. paca, D. leporina
(Costa et al., 2010a) e H. hydrochaeris (Paula et al., 1999uacs a fase pré-meidtica

foi superior as demais.
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Figura 3. Frequéncia relativa do CES de Oxymycterus nasutus. Cada linha corresponde
uma geracdo celular, enquanto cada coluna representa um dos 8 estadios do CES.
Espermatogbnia do tipo A (A); espermatogdnia | (I); espermatogdnia do tipo B (B);
espermatécito em preleptéteno/leptéteno (PL/L); espermatécito em zigéteno (2);
espermatécito em zig6teno/paquiteno (Z/P); espermatdcito em paquiteno (P);
espermatocito em dipléteno (D); espermatdcito secundario (ES); espermatides

arredondadas (AR); espermatides alongadas (AL).

3.3. Ultraestrutura das espermatides

Espermatides em diferentes fases do desenvolvimento acrossomal estédo
evidenciadas na Figura 4, onde se destacam espermatides arredondadas recém-formadas
no estadio 5 do CES, sem vesicula acrossomal (Figura 4A). O inicio da formac¢édo do
acrossoma pode ser acompanhado em espermatides no estadio 1 do CES4@iguras
4C). Nos estadios 2 e 3, tem-se inicio o alongamento das espermatides (Figura 4D) e na
figura 4E encontram-se espermatides com nucleos bastante elétros-eerdierentes
graus de alongamento, proximos a espermiag@oestadios 6 e 7 (Figura 4E).

Os espermatozoides de todos os mamiferos contém na parte anterior da cabeca
uma Uunica vesicula secretora, denominada acrossoma (Florman et al., 2008). O
acrossoma é uma organela derivada do aparelho de Golgi e sua biogénese inicia-se

quando vesiculas pro-acrosomais sdo formadas na regido perinuclear proxima do
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aparelho de Golgi de espermatdcitos primarios em paquiteno. Como resultado das
divisGes meidticas celulares, estas vesiculas séo distribuidas para as quatro esperméatides
filhas. No inicio da espermiogénese, essas vesiculas se fundem em um anico granulo que
se liga ao nucleo da espermétide arredondada. Este granulo continua a aumentar de
tamanho devido a adicdo de material oriundo do complexo de Golgi (Buffone et al.,
2008).

O transporte de vesiculas pro-acrosomais requer proteinas motoras, tanto de
actina (miosina) quanto de microtubulos (cinestndineina) (Kierszenbaum e Tres,
2004). Como o processo de alongamento das esperméatides continua durante a
espermiogénese, o aparelho de Golgi cessa o fornecimento de glicoconjugados ao
acrossoma. Finalmente, o complexo nulcleo/acrossoma passa por alteracdes morfolégicas

para assumir a forma caracteristica do espermatozoide da espécie (Buffone et al., 2008).

Figura 4. Ultraestrutura de espermatides de Oxymycterus nasutus em diferentes fases de
desenvolvimento do acrossoma. (A) Espermatide arredondada no estadio 5 sem
acrossoma visivel; (B-C) espermatides arredondadas com acrossoma em estagio inicial
de formacao no estadio 1 do CES; (D) esperméatides em fase de alongamento - estadios 2
e 3; (E) espermatides alongadas em diferentes fases do acressst@dios 6 e 7; capuz
acrossomico (—); local de formagdo do flagelo (A). Barras (A; D; E) 5 um; (B; C) 2

pm.
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3.4.Contagem das células germinativas e indices de rendimento

Cada seccdo transversal de tubulo seminifero no estddio 1 continha 3,47
espermatogobnias do tipo A, 24,39 espermatoécitos primarios em preleptoteno na transicao
para leptéteno, 24,13 espermatécitos primarios em paquiteno, 68,38 espermatides
arredondadas e 7,33 células de Sertoli (Tabela 2).

Tabela 2. Numero corrigido da populagcédo de células germinativas no estadio 1 do

CES e rendimento geral da espermatogénese de Oxymycterus nasutus

Parametros (n=10) Média + DP
Espermatogbnia do tipo A 3,47 £0,73
Espermatdcitosm preleptoteno 24,39 + 2,18
Espermatdcitos primario em paquiteno 24,13 + 3,33
Espermatides arredondadas 68,38 £ 12,34
Células de Sertoli 7,33+0,92
Coeficiente de eficiéncia de mitoses espermatogonia 7,03+1,68
Rendimento meidtico 2,83+0,26
Rendimento geral da espermatogénese 19,71 +£6,72

O numero de células germinativas dentro do epitélio seminifero permite-nos
estimar a eficiéncia das diferentes fases ou estaddios que constituem o0 processo
espermatogénico (Russell et al., 1990). O coeficiente de eficiéncia de mitoses
espermatogoniais quantifica as perdas celulares que ocorrem durante a fase proliferativa
ou espermatogonial (Franca e Russell, 1998). Em O. nasutus, este coeficiente indicou
que 7,03 espermatocitos primarios em preleptéteno na transicdo para leptéteno foram
produzidos por cada espermatogonia do tipo A, apresentando uma perda de
aproximadamente 90 % nesta fase (Tabela 2). Apesar de alto, este percentual encontra-se
dentro da amplitude descrita para outros roedores H. hydrochaeris (84,29 %; Carretta
Janior, 2012), H. megacephalus (84,74 %; Melo et al., 2013), C. paca ¥8878retta
Janior, 2012) e D. leporina (87,52 %; Carretta Junior, 2012), bem como em outros
mamiferos domeésticos e silvestres (Franca e Russell, 1998; Costa et al., 2007; Costa et
al., 2011a; Costa et al., 2011b; Morais, 2012; Morais et al., 2013).
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O rendimento mei6tico, que quantifica a eficiéncia das divisdbes meioticas, foi de
2,83 espermétides arredondadas produzidas por cada espermatdcito primario em O.
nasutus (Tabela 2), corroborando o resultado relatado para outros roedores - de 2,11 a
3,10 espermatides (Cordeiro Junior, 2009; Cordeiro Junior et al., 2010; Carretta Junior,
2012; Balarini, 2013; Melo et al., 2013). Na maioria dos mamiferos estudados até o
momento, a perda celular nesta fase varia de 5 a 30 % (Franca e Russell, 1998), ou seja,
para cada quatro espermatides arredondadas esperadas, apenas trés devem ser formadas.
Isto se da devido as apoptoses que ocorrem no epitélio seminifero, necessarias para
manutencdo de um numero apropriado de células germinativas, além de eliminar aquelas
pouco Vidveis ou geneticamente anormais (Chatuverdi e Johnson, 1993; Eaker et al.,
2001). Assim, a perda celular durante esta fase em O. nasutus fd29,25

A eficiéncia do processo espermatogénico como um todo € mensurada por meio
do rendimento geral da espermatogénese, uma vez que esta se baseia no numero de
espermatides arredondadas produzidas a partir de uma espermatogonia do tipo A (Tabela
2). Assim, o rendimento do processo espermatogénico em O. nasutus (19,71) encontra-se
préximo ao descrito para roedores como C. paca (19,80; Carretta Junior, 2012), H.
megacephalus (20,12; Melo et al., 2013), H. hydrochaeris (21,12; Carretta Junior, 2012)
eD. leporina (22,68; Carretta Junior, 2012), contudo, abaixo do rendimento descrito para
outros mamiferos silvestres (Azevedo et al., 2010; Costa et al., 2011a; Costa et al.,
2011b; Morais et al., 2013). Conas perdas durante a espermiogénese sao consideradas
pequenas e ndo significativas e por basear-se na populacdo de espermatides
arredondadas, este indice torna-se confidvel para a avaliacdo da producdo eapermati
nas espécies (Johnson et al., 2000).

O nuamero de células de Sertoli € um fator crucial tanto para a capacidade
espermatogénica, quanto para se determinar o tamanho dos testiculos nas espécies de
mamiferos em geral (Orth et al., 1988; Hess et al., 1993; Griswold, 1998). Cada célula de
Sertoli suporta um numero limitado de células germinativas de uma forma espécie-
especifica (Russell e Peterson, 1984). Em O. nasutus a capacidade suporte total da célula
de Sertoli foi de 16,42 células germinativas (Tabela 3), valor este superior ao registrado
para duas espécies de morcego, Sturnira lilium (7,0; Morais, 2012) e M. molossus (8,5;
Morais et al., 2013), para capivara H. hydrochaeris (11,25; Carretta Janior, 2012) e para
0 veado catingueiro Mazama gouazoubira (13,2; Costa et al., 2011b), porém inferior ao
registrado para outros roedores e mamiferos silvestres (Costa et al., 2007; Azevedo et al.,
2010; Costa et al., 2011a; Carretta Junior, 2012; Balarini, 2013; Melo et al., 2013). Outro

indice quemede a capacidade suporte das células de Sertoli esta relacionado a populagcéao
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de espermatide Foi observado que em O. nasutus, cada célula de Sertoli suporta 9,34
espermatides (Tabela 3). Este valor € muito superior as 5,63 espermatides suportadas
pela célula de Sertoli relatado para H. hydrochaeris (Carretta Junior, 2012). O ndmero
médio de células de Sertoli por grama de testiculo registrado em O. nasutus - 91,02 x10
(Tabela 3) esteve muito acima do encontrado em outros roedores cricetideos como O.
nigripes (35 x18 Balarini, 2013), A cursor (48 xi0Balarini, 2013), A montensis

(54,7 x16; Cordeiro Junior, 2009) e também para grandes roedores como A paca (43
x1C%; Costa et al., 2010a) e D. leporina (57 %10osta et al., 2010a). Comparando a
capacidade suporte das células de Sertoli e 0 niumero de células de Sertoli por grama de
testiculo, pode-se inferir que grande quantidade de células de Sertoli € necessaria para
sustentar o processo espermatogénicd.desutus.

Tabela 3. indices de célula de Sertoli e reserva espermatica testicular em Oxymycterus

nasutus

Parametros (n=10) Média = DP
indice de célula de Sertoli (espermatides arredondadas/Se 9,34 £1,48
Capacidade suporte total das células de Sertoli 16,42 £ 2,90
Célula de Sertoli por grama de testiculo 10 91,02 £2,79
Célula de Sertoli por testiculo (&0 23,57 £ 9,32

Reserva espermatica testicular por grama de testicul®) (x1C 849,64 + 13,96

Reserva espermatica testicular por testiculo%x10 220,02 + 12,58

Berndtson (1977) relata que por meio da mensuracgéo da reserva espermética total
(RET) torna-se possivel quantificar o nimero potencial de espermatozoides produzidos
por testiculo e por grama de testicalo determinada espécie, a cada ciclo do epitélio
seminifero. A RET observada em O. nasutus foi de 220,02 1819,64 x19por
testiculo e por grama de testiculo, respectivamente (Tabela 3), sendo este ultimo um dado
mais preciso na comparacao interespecifica. Assim, a RET por grama de testiculo em O.
nasutus foi muito superior ao descrito para 0 morcego M. molossus (5%6/xtais et
al., 2013), acima do descrito para os roedores cricetideos como O. nigripes (584 x10

Balarini, 2013) e A cursor (608 x%0Balarini, 2013), e também para a maioria dos
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mamiferos domésticos (120260 x16; Franca e Russell, 1998), demonstrando que O.

nasutus tem alta producao de espermatozoides a cada CES.

4. Conclusdes

Considerando a elevada proporcdo de tubulos seminiferos no parénquima
testicular; a grande quantidade de células de Sertoli por grama de testiculo; e ainda, a alta
producdo de espermatozoides a cada CES; pode-se concluir que, assim como outros
roedores cricetideos, Oxymycterus nasutus apresenta alto investimento energético na

reproducao.
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Artigo 3

Histomorfometria do compartimento intertubular dos testiculos dos roedores

silvestres Oxymycterus rufus e Oxymycterus nasutus (Rodentia: Cricetidae)

Resumo

Os roedores constién a maior ordem da classe Mammalia. Apesar disto, sdo ainda
egassas as informacbes sobre a morfologia e morfometria dos componentes do
compartimento intertubular de roedores silvestres. Deste modo, objetivou-se caracterizar
o compartimento intertubular dos testiculos dos roedores silvestres Oxymycterus rufus e
Oxymycterus nasutus através da quantificacdo dos seus elementos constituintes. Foram
utilizados cinco espécimes de O. rufus e 10 de O. nasutus machos e sexualmente
maduros. Seccdes histolégicas testiculares foram avaliadas em microscopia de luz. O
compartimento intertubular ocupou em média 9,09 % e 4,81 % dos testiculos de O. rufus
e O. nasutus, respectivamente, e o0 componente mais abundante foram as células de
Leydig. As células de Leydig representaram 4,11 % e 2,12 % do parénquima testicular de
O. rufuse O. nasutus, respectivamente. Os componentes do compartimento intertubular
foram caracterizados como correspondentes ao padréo tipo | de Fawcett. As células de
Leydig apresentaram volume de 352,81 e 57282 em O. rufus e O. nasutus
respectivamente. Deste valor, 213,41 e 399,68 correspondem ao volume ocupado

pelo citoplasma e o volume restante equivale ao nucleo, para O. rufus e O.,nasutus
respectivamente. O numero total de células de Leydig por grama de testiculo foi de
117,23 x16 em O. rufuse de 40,77 x1Dem O. nasutus. O indice Leydigossomatico,
referente & massa corporal alocada exclusivamente em células de Leydig, foi & 0,018

e 0,019 % da massa corporal de O. ref@s nasutus, respectivamente. Portanto, ambas

as espécies utilizadas neste estudo parecem demandar grande quantidade de energia na
producdo de gametas ao invés de maior investimento no compartimento intersticial,

caracteristica tipica observada em animais promiscuos.

Palavras-chave:intersticio, células de Leydig, indice Leydigossomatico, reproducao.
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1. Introducao

Roedores representam cerca de metade dos mamiferos catalogados, com cerca de
2200 espécies em todo o mundo, constituindo a maior ordem da classe Mammalia.
Exceto para as espécies maiores, como pacas e cutias, os periodos de gestacdo de
roedores envolvem semanas e ndo meses, e suas grandes ninhadas requerem um tempo
relativamente pequeno para atingir a maturidade sexual (Sigrist, 2012). O sistema de
reproducacem roedores varia dependendo das espécies, podendo ser promiscuos, com
alta incidéncia de paternidade multipla em muitas espécies (Hutchins et al., 2004).

A avaliacdo dos parametros histologicos das gonadas ou outros 6rgéos
reprodutivos sdo importantes ferramentas para a analise das condi¢des reprodutivas de
um animal em seu habitat. Estes parametros podem estar relacionados a fatores
ambientais e contribuem para a conservacédo dos mamiferos (Paula et al., 2002).

O testiculo € um 6rgédo com fungBes exocrina e enddcrina e, nos mamiferos, pode
ser morfofuncionalmente dividido em dois compartimentos: o compartimento tubular ou
espermatogénico e o compartimento interatiou androgénico (Russell et al., 1990;
Franca e Russell, 1998), sendo este ultimo constituido por vasos sanguineos e linfaticos,
nervos, células e fibras do tecido conjuntivo e células de Leydig (Russell et al., 1990). As
células de Leydig sintetizam testosterona, horménio que sustenta a espermatogénese,
promove a diferenciagdo do trato genital masculino, mantém os caracteres sexuais
secundarios e a fun¢do das glandulas acessorias (O’Donnel et al., 2001).

Dentre as diferentes espécies de mamiferos observa-se grande variacdo no
percentual volumétrico e no arranjo entre os componentes do compartimento intertubular
(Franca e Russell, 1998Estes arranjos sdo definidos em trés padrbes distintos,
possivelmente relacionados a habilidade dos vasos linfaticos em promover a circulacéo
dos fluidos testiculares e em manter as concentracbes adequadas de andrégenos nos
testiculos e vasos sanguineos (Fawcett et al., 1973). O padréo | engloba as espécies nas
quais as células de Leydig e o tecido conjuntivo ocupam uma area muito pequena no
compartimento intertubular, contrastando com extensos sinusoides ou espacos linfaticos
interpostos aos tubulos seminiferos. As espécies que apresentam grupos de células de
Leydig espalhados em abundante tecido conjuntivo frouxo edemaciado, o qual é drenado
por um vaso linfatico localizado central ou excentricamente no espago intertubular,
encaixam-se no padrdb Diferentemente dos padrdes anteriores, o padraefere-se
as espécies nas quais abundantes agrupamentos de células de Leydig ocupam
praticamente todo o compartimento intertubular, apresentando pouco tecido conjuntivo e

vasos linfaticos.
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Escassas sdo ainda as informacgfes sobre o processo espermatogénico de roedores
silvestres e, particularmente, sobre a quantificagdo dos componentes do compartimento
intersticial. Assim, objetivou-se neste estudo caracterizar o compartimento intertubular
dos testiculos dos roedores silvestres Oxymycterus rufus e Oxymycterus nasutus atraves

da quantificacdo dos elementos deste compartimento.

2. Materiais e Métodos
2.1. Coleta dos animais

Neste estudo, foram utilizados cinco espécimes de Oxymycteruserdfisde
Oxymycterus nasutus machos e sexualmente maduros.

Os espécimes de O. rufus foram coletados em fragmento de Mata Atlantica de
aproximadaente 10 hectares (S 20°81° ¢ W 42°85’), localizado na Zona da Mata
Mineira, no municipio de Vicas no Estado de Minas Gerais, sendo as capturas
autorizadas previamente pelo ICMBIo/SISBIO (n°® 22289-0s animais foram
capturados em armadilhas tipo Sherman e Tomahawk distribuidas na area de estudo.
Posteriormente foram levados ao laboratorio de Biologia Estrutural do Departamento de
Biologia Geral da Universidade Federal de Vicosa (UFV) e abrigados em caixas de
polipropileno, sendo ofertadas agua e alimentacéo ad libitum até a eutanasia, que se deu
pela administracdo de superdosagem anestésica (cloridrato de Xilazina 150mg/kg
associado a cloridrato de Quetamina 10 mg/kg). Realizou-se entdo a pesagem e medicéo
dos animais, seguid da remocao e pesagem de ambos os testiculos. A albuginea de um
dos testiculos foi dissecada e pesada e teve seu peso subtraido do peso testicular para se
obter o peso do parénquima testicultmdos os procedimentderam aprovados pelo
Comité de Etica no Uso de Animais da Universidade Federal de Vicosa (CEUA/UFV
n° 76/012).

As coletas dos espécimes de O. nasutus foram realizadas em borda de banhado (S
30°23°01” ¢ W 51°22°27”) localizada no bioma Pampa, em Barra do Ribeiro no Rio
Grande do Sul, sendo estas previamente autorizadas pelo ICMBIo/SISBIO (nimero do
protocolo 29358-1)As capturas foram realizadas em armadilhas tipo Sherman e em
gaiolas com isca suspensa (live-trap) distribuidas na area de estudo. Os espécimes foram
levados ao laboratério de Biologia Animal da Universidade Federal do Rio Grande do
Sul (UFRGS), onde foram submetidos a eutanasia por superdosagem anestésica, pela
associacao de cloridrato de Xilazina (150 mg/kg) associado a cloridrato de Quetamina
(10 mg/kg). Posteriormente realizou-se a pesagem e medigdo dos animais e os testiculos

foram coletados e pesados. Para se obter o peso do parénquima testicular, a albuginea de
72



um dos testiculos foi dissecada, pesada, e teve seu peso subtraido do peso testicular.
Todos os procedimentdsram aprovados pelo Comité de Etica da Universidade Federal
de Vigcosa (CEUA/UF\- nimero do protocolo 28/013).

2.2. Processamento Histoldgico

Para as andlises histomorfométricas, fragmentos testiculares foram fixados em
solugdo Karnovsky (Karnovsky, 196%or 24 h, transferidos para etanol 70 % e
processados rotineiramente pela inclusdo em glicol-metacrilato (Hisforésiica).
Foram realizadas seccdes transversais semisseriadasndée 2spessura em micrétomo
rotativo (Leica, RM2255), respeitando-se intervalo minimo dgndl@ntre 0S cortes, que
foram corados com azul de toluidina/borato de sédio 1 % e posteriormente analisados.
Para a realizacdo da morfometria foram capturadas imagens digitais em diferentes
aumentos, em fotomicroscépio (Olympus BX-40), as quais foram analisadas utilizando-

se o software Image Pro Plugvledia Cybernetics).

2.3. Morfometria Testicular e Estereologia

As proporcbes volumétricas entre tubulos seminiferos e intersticio foram
estimadas a partir da contagem de 2660 pontos progetamo um grid quadrandar,
sobre cada uma das 10 imagens digitais por animal. O volume destes componentes foi
determinado a partir do percentual ocupado pges ro testiculo e do volume do
parénquima testicular.

Para propor¢cdo dos componentes do intertubulo, foram contados 1000 pontos
sobre este compartimento, registrando-se 0s pontos coincidentes sobre nucleo e
citoplasma das células de Leydig, vasos sanguineos, espaco linfatico e tecido conjuntivo.
A partir da proporcdo volumétrica, os percentuais de cada componente no intertibulo
foram calculados utilizando-se a formulia’ de pontos contados sobre o elemento ¥ 100
/1000. Para o conhecimento dos percentuais destes elementos nos testiculos, utilizou-se a
seguinte férmula: (% intertibulo x % do elemento no intert)bdi@0. O volume que
cada elemento ocupa no parénquima testicular foi calculado multiplisendo-
percentual deste elemento no testiculo pelo peso liquido dos testiculos e dividindo-se o
resultado por 100.

Para a estimativa das dimensdes volumétricas das células de Leydig foi
mensurado o didmetro de 30 nucleos com contorno circular, cromatina perinuclear e
nucléolos evidentes. A partir do diametro nuclear médio das células de Leydig foi

possivel calcular os volumes nuclear (VN), citoplasmatico (VC) e o volume de cada
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célula de Leydig por animal, sendo os resultados expressos em pm®. O volume nuclear
foi obtido por meio da seguinte formula: VN = 4/3zR3*@R = raio nuclear). O volume
citoplasmatico foi calculado utilizando-se a formula: VC = % citoplasma x VN / %
nacleo. O volume celular foi obtido pela soma do VN e o VC. O numero total de células
de Leydig (TCL) foi calculado pela divisdo do volume total dessas células no parénquima
testicular (um®) pelo volume de cada célula de Leydig (um®) e para estimativa do nimero
destas células por grama de testiculo, dividiu-se o TCL pelo peso gonadal. O indice
Leydigossomatico (ILS) foi calculado a fim de se quantificar o investimento em células
de Leydig em relacdo a massa corporal, utilizando-se a formula: volume total de célula
de Leydig por parénquima testicular / peso corporal x 100.

Os dados descritivos foram analisados utilizando a fungéo estatistica do software

Excel/ Windows7 e estéo representados como média e desvio padrao.

3. Resultados

Este € primeiro estudo que fornece dados sobre o compartimento intertubular
testicular dos roedores silvestres Oxymycterus raf@xymycterus nasutus. Todos 0s
dados foram demonstrados comparativamente entre as duas espécies. Os pesos corporais
e testiculares, bem como a volumetria dos componentes do parénquima testi€ular de
rufuse O. nasutus estéo dispostos na Tabela 1.

O percentual do parénquima testicular ocupado pelo compartimento intertubular
foi maior em O. rufus quando comparado a O. nasutus, e consequentemente, o0 contrario
foi observado em relacdo ao percentual de tubulos seminiferos. O mesmo padrédo foi
encontrado para o volume dos dois compartimentos.

Dentre os componentes do intersticio, o mais frequente foi a célula de Leydig,
ocupando cerca de 45 % deste compartimento em ambas as espécies. Em relacdo ao
parénquima testicular, as células de Leydig representaram 4,11 % deste em ©. rufus
2,12 % em O. nasutus. Além destas células, vasos sanguineos, espaco linfatico e tecido

conjuntivo também compunham o compartimento intertubular dos roedores estudados.
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Tabela 1. Biometria e proporcdo volumétrica testicular de Oxymycterus eufis

nasutus
R Oxymycterus Oxymycterus
Parametros
rufus nasutus

Peso corporal (g) 82,28 + 36,52 58,30 £ 7,27
Peso testicular (g) 0,38 +0,12 0,52 £0,22
Peso do parénquima (Q) 0,36 0,11 0,50 £ 0,22
Compartimento tubulgfso) 90,91 £ 4,09 95,19+ 1,60
Compartimento intertubulg®o) 9,09 £4,09 4,81 +1,60
Volume dos tubulos seminiferos (mL) 0,33+0,10 0,48 £ 0,20
Volumeintersticial (mL) 0,032 £0,01 0,024 + 0,01
Intersticio(%)

Célula de Leydig 46,80 +11,74 43,68 + 10,33

Vaso sanguineo 19,73+ 3,94 14,43 +10,48

Espaco linfatico 16,21 + 9,60 27,37 £ 12,68

Tecido conjuntivo 17,27 £ 2,69 14,52 £ 5,84
Parénquima testicular (%)

Célula de Leydig 411 +1,74 2,12+ 0,80

Vaso sanguineo 1,73 £0,66 0,67 +0,45

Espaco linfatico 1,67 £1,36 1,34 £0,90

Tecido conjuntivo 1,58 £0,74 0,68 + 0,32

Volume total por parénquima testicular (uL)

Célula de Leydig 0,0140 = 0,0040 0,0106 * 0,0060
0,0063 = 0,0320 0,0037 + 0,0037
0,0058 + 0,003¢ 0,0067 + 0,005¢

0,0055 + 0,002¢ 0,0034 + 0,001¢

Vaso sanguineo
Espaco linfatico

Tecido conjuntivo

O compartimento intertubular de O. rufasO. nasutus apresentou células de
Leydig com nucleos grandes, com formato variando de redondo a oval, localizados
excentricamente no citoplasma e com nucléolos evidentes. Além disso, uma delicada

camada de cromatina condensada encontrava-se presente ao longo do envoltério nuclear.
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As células de Leydig ndo se distribuiam dentro de um padrao regular, podendo ser
observadas em grupos ou isoladas, proximas a tunica prépria dos tabulos seminiferos ou
proximas aos vasos sanguineos. Outra caracteristica marcante deste compartimento sao
0s extensos espacos linfaticos encontrados em ambas as espécies, eaharaise]
evidenesem O. nasutus (Figuras 1 e 2).

Figura 1. Compartimento intertubular do roedor silvestre Oxymycterus rufus. Célula de
Leydig (=»); nlcleo de Leydig*); citoplasma de Leydig‘f(); vaso sanguineovg);

espaco linfatico< ); tecido conjuntive={); compartimento tubular (CT); célula mioide

na tanica prépriak). Azul de toluidina/ borato de sédio 1%. Barra;uh)
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Figura 2. Compartimento intertubular do roedor silvestre Oxymycterus nasutus. Célula de
Leydig (—); nlcleo de Leydig*(); citoplasma de Leydigifi‘); vaso sanguineo (VS);

espaco linfatico<4 ); tecido conjuntive=); compartimento tubular (CT); célula mioide

na tanica propriad). Azul de toluidina/ borato de sodio 1%. Barra: 10 pm.

O intertubulo de ambas as espécies foi caracterizado como correspondente ao
padréo tipo | descrito por Fawcett et al. (1973), apresentando as células de Leydig e os
vasos sanguineos separados dos tubulos seminiferos por extensos espacos linfaticos.

As células de Leydig apresentaram volume de 352,81 e 5@&88m O. rufus e
O. nasutus, respectivamente. Deste valor 213,41 e 3@&68orrespondem ao volume
ocupado pelo citoplasma e o volume restante equivale ao nucleo, respectivamente
(Tabela 2). Outros dados referentes as células de Leydig e o indice Leydigossomatico se

encontram na Tabela 2.

Tabela 2. Morfometria e estereologia das células de Leydig e ILS em Oxymycterus rufus

e O. nasutus
Parimetros Oxymycterus Oxymycterus
rufus nasutus

Diametro nuclear (um) 6,40 £ 0,47 6,87 £ 0,59
Percentual do nucleo (%) 18,60 + 1,98 14,32 + 5,27
Volume do ntcleo (u 139,40 £ 31,04 173,19 +42,64
Percentual do citoplasn{&o) 28,20 £10,76 29,36 £6,21
Volume do citoplasma (U 213,41 £ 92,26 399,63 £189,8(
Volume individual da célula (U 352,81 + 113,2¢ 572,82 +228,7+
Namero total de células de Leydig (X10 43,15+ 19,32 20,06 + 11,37
Numero de células de Leydig / g / testiculo §1( 117,23 + 52,98 40,77 + 24,75
indice Leydigossomatico (%) 0,018 +0,005 0,019+0,01

4. Discusséo

A proporgao entre os compartimentos do parénquima testicular é bastante variavel
entre as espécies de mamiferos e constitui um dos principais fatores responsaveis pela
eficiéncia diferenciada na producdo de espermatozoides observada em varias espécies

(Russell et al., 1990; Franca e Russell, 1998). O percentual ocupado pelo intersticio em
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O. rufus (9,09) e O. nasutus (4,81) foi semelhante ao descrito para outros roedores
cricetideos como Oligoryzomys flavescens (5 %; Boiani et al., 2007), Hylaeamys
megacephalus (5,54 %; Melo et al.,, 2013), Oligoryzomys nigripes (6,22 %; Balarini,
2013) e Akodon cursor (9,30 %; Balarini, 2013), mas bastante inferior ao descrito para
Hydrochoerus hydrochaeris, no qual aproximadamente 50% do parénquima testicular era
composto pelo espaco intersticial (Carretta Junior, 2012).

O intersticio de O. rufug O. nasutus assemelha-se ao descrito para outros
roedores silvestres e outros mamiferos (Paula et al., 2007; Sarti et al., 2011; Carretta
Janior, 2012; Morais et al., 2012; Balarini, 2013), sendo este compartimento tipicamente
composto pelas células de Leydig, vasos sanguineos e linfaticos, nervos, e uma
populacdo variavel de células do tecido conjuntivo como fibroblastos e macréfagos
(Franca e Russell, 1998). Segundo Paula et al. J2@d7 uma ampla variedade de
mamiferos, o principal elemento constituinte do intersticio é a célula de Leydig. Nas
espécies de roedores estudadas, as células de Leydig ocuparam grande parte deste
espaco. Entretanto, o percentual encontrado em O. rufus (4880)asutus (43,68) foi
menor que o descrito para outros roedores cricetideos nmmgripes (65,98 %;
Balarini, 2013)e A. cursor (67,15 %; Balarini, 2013), além de outros mamiferos como as
espécies de morcego Sturnira lilium Molossus molossus que apresentaram,
respectivamente, 83,19 % (Morais et al., 2014) e 87 % (Morais et al., 2012) do intersticio
composto por células de Leydig. Em O. rutui®. nasutus a propdoQ de outros
componentes do compartimento intertubular, como vasos sanguineos e espaco linfatico,
foi semelhate ao descrito para os roedores silvestres Akodon montensis, Necromys
lasiurus (Cordeiro Janior, 2009) e Trinomys moojeni (Cordeiro Junior et al., 2010).
Quanto a proporgao volumétrica dos diferentes componentes intersticiais, Fawcett et al.
(1973) relatam que este parametro apresenta grande variacdo entre as diversas espécies
de mamiferos.

Variacbes observadas em relacdo ao percentual de células de Leydig no
intersticio, e mesmo o percentual deste compartimento nos testiculos das diversas
espécies de mamiferos também pode estar relacionados ao sistema de acasalmento
apresentado pelas espécies (Kenagy e Trombulak, 1986). Assim, espécies com sistema de
acasalamento poliandrico ou promiscuo apresentariam maior investimento em tubulos
seminiferos e na producdo de gametas quando comparadas a espécies poliginicas que
apresentariam maior demanda energética na producdo androgénica, pois estas necessitam

de grande concentracdo de testosterona, para por exemplo, manter e proteger seu harém
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(Paula et al., 2002).d& teoria explicaria os resultados encontrados para as espécies de
roedores aqui estudados.

O arranjo e a proporgdo dos elementos constituintes do compartimento
intertubular foi descrito por Fawcett et al. (1973) em trés padrdes diferentes. Ce rufus
O. nasutus apresentaram o padréo do tipo I, segundo a descricdo mencionada, no qual as
cdulas de Leydig e os vasos sanguineos encontram-se separados dos tubulos seminiferos
por um espaco linfatico bem desenvolvido. Este padréo é idéntico ao descrito em outros
roedores silvestres confo cursore O. nigripes (Balarini, 2013), corroborando assim, a
afirmacéo de Paula et al. (2007), que relatam que roedores em geral apresentam o padréo
l.

As células de Leydig representam a porcdo enddcrina dos testiculos, a qual
fornece o suporte andrégeno necessario para manutencdo da espermatogénese e do trato
reprodutor como um tod@’Donnel et al., 2001). Estudos correlacionando a estrutura e
funcdo das células de Leydig em diferentes espécies de mamiferos, demonstraram que
variacbes na secrecdo de testosterona resultam principalmente da capacidade individual
que as células de Leydig possuem em secretar o horménio do que as diferencas
relacionadas ao volume que estas ocupam no testiculo (Ewing et al., 1979). Segundo
Zirkin et al. (1980), a capacidade de secrecdo das células de Leydig estid altamente
correlacionada com a quantidade de reticulo endoplasmaético liso presente nestas células.
O volume médio das células de Leydig foi muito superior em O. nasutus (572,82)
guando comparado a O. rufus (352,81), sendo que o volume de Leydig em O. rufus foi
similar ao descrito para o roedor cricetideo O. nigripes (363 Cordeiro Junior, 2009),

e o0 volume descrito para as duas espécies deste estudo se encontram abaixo dos valores
descritos para outros roedores silvestres como Cuniculus pacart89arretta Junior,

2012), T. moojeni (799un® Cordeiro Janior et al., 2010 montensis (807unT;

Cordeiro Janior, 2009), A cursor (854 A& Balarini, 2013), eN. lasiurus (967unv;

Cordeiro Junior, 2009). Vale ressaltar que O. r@fu3. nasutus apresentaram baixo
percentual volumétrico de intersticio e, consequentemente, baixo volume das células de
Leydig neste compartimento, fato este descrito também por Balarini (2013) quando
relacionou a proporcéo do intersticio ao volume das células de Leydig nos roedores O.
nigripese A. cursor.

O numero de células de Leydig por grama de testiculo foi maior em O. rufus
(117,23) quando comparado a O. nasutus (40,77), o que se deve ao menor volume
individual da célula de Leydig apresentado por O. rufus. Isto foi também descrito para

outro roedor cricetideo, O. nigripes, o qual apresentou reduzido volume da célula de
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Leydig e maior numero destas células por grama de testiculo (Cordeiro Junior, 2009).
Apesar de apresentar menor quantidade de células de Leydig por grama de testiculo, a
média descrita para O. nasutus encontra-se dentro da amplitude descrita para mamiferos
domésticos (20-87 x2pFranca e Russell, 1998) e acima do descrito para outros roedores
silvestres comd@. moojeni (3,8 x18 Cordeiro Junior et al., 2010). nigripes (11 x18

Balarini, 2013), Dasyprocta leporina (16,2 %10arretta Junior, 2012), C. paca (35,88

x10% Carretta Junior, 2012) e A cursor (38 %1Balarini, 2013).

O indice Leydigossomatico (ILS) refere-se a massa corporal alocada
exclusivamente em células de Leydig. Segundo Fawcett et al. (1973), a quantidade de
células de Leydig parece variar bastante entre individuos e entre espécies de mamiferos,
ndo sendo esta variacdo detectada para outras glandulas endécrinas. Assim, o ILS torna-
se uma importante ferramenta que permite comparacfes entre individuos de tamanhos
corporais diversos. Os valores de O. rufus (0,@18) nasutus (0,019pram superices
acs dos roedores C. paca (0,00% @arretta Juanior, 2012) B. leporina (0,007 %;
Carretta Junior, 2012). Entretanto, este indice encontra-se dentro da amplitude descrita
para outros mamiferos silvestres (0,02-0,04 %; Paula et al., 2007; Carretta Janior, 2012;
Morais et al., 2012; Balarini, 201Blorais et al., 2014

5. Conclusbes

O intersticio de O. rufug O. nasutus assemelha-se ao descrito para outros
roedores silvestres e outros mamiferos. O arranjo dos componentes deste compartimento
se enquadra no padrdo tipo | descrito por Fawcett, sendo as células de Leydig o elemento
intersticial mais abundante, apesar de seu baixo volume individual. Embora @& @ufus
nasutus tenham apresentado maior numero de células de Leydig, o indice
Leydigossomético encontrou-se dentro da amplitude apresentada por outros roedores.
Assim, as espécies aqui estudadas parecem demandar menor investimento de energia no
compartimento intertubular, fato este explicado pelo provavel comportamento

promisculo adotado por estas.
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Conclusodes Gerais

Concluise que o processo espermatogénico dos roedores silvestres Oxymycterus
rufus e Oxymycterus nasutus assemelhsenbastante. Assim, O. rufus O. nasutus

apresentam:

- Organizagao do parénquima testicular semelhante ao descrito para outros roedores
silvestres, bem como os demais mamiferos;

- Grande percentual do parénquima testicular ocupado por tubulos seminiferos,
abrangendo 90 e 95%, respectivamente;

- Elevado percentual de massa corporal alocado em tubulos seminiferos, com destaque
para o indice tubulossomatico de O. nasutus, um dos mais altos ja relatados dentre os
roedores silvestres;

- Grande quantidade de células de Sertoli por grama de testiculo, muito acima dos valores
descritos para outros roedores silvestres;

- Elevados valores da reserva espermatica testicular por grama de testiculo podendo esta
ser considerada o numero potencial de espermatozoides produzidos por estas espécies;

- Os 8 estadios que compdem o ciclo do epitélio seminifero, descrito de acordo com o
método da morfologia tubular, semelhantes ao apresentado em outros roedores silvestres
e outros mamiferos nao primatas;

- Uma das menores duracfes do ciclo do epitélio seminifero, registrada entre roedoes
silvestres e outros mamifros em Oxymycterus rufus

- O compartimento intertubular semelhante ao descrito para outros roedores silvestres e
demais mamiferos;

- O arranjo dos elementos do compartimento intertubular de acordo com o padrao do tipo
| da classificacédo de Fawcett;

- As células de Leydig como o elemento mais abundante do compartimento intertubular,
com valores elevados por grama de testiculo;

- Grande investimento de energia na producao de gametas, quando comparado, ao
investimento destinado ao compartimento intertubular, estando coerente com o provavel

sistema de acasalamento adotado por estas espécies, a promiscuidade.
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