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RESUMO

CARRETTA JUNIOR, Moacir, M. Sc., Universidade Federal de Vicosa, Abril de 2008.
Avaliagao morfofuncional do processo espermatogénico de pacas (Cuniculus
paca, Linneus 1766) adultas. Orientador: Tarcizio Antdonio Rego de Paula. Co-

orientadores: Sérgio Luis Pinto da Matta e Eduardo Paulino da Costa.

Objetivou-se com este estudo avaliar o processo espermatogénico de pacas
sexualmente maduras. Utilizaram-se cinco animais criados em cativeiro, sendo um
destes animais proveniente do Centro de Triagem de Animais Silvestres da
Universidade Federal de Vigosa e os demais da fazenda “Um Sonho a Mais”. As
analises morfométricas foram realizadas a partir de fragmentos testiculares colhidos por
hemicastragdo. Foram analisados dados referentes ao volume testicular, a proporcao
volumétrica dos diferentes componentes do parénquima testicular, morfometria
qualitativa e quantitativa dos tubulos seminiferos e do espaco intertubular, com maior
énfase as células de Leydig. Observou-se que aproximadamente 0,28% do peso corporal
esta alocado em gonadas, o que representa seu indice gonadosomatico (IGS). Quanto a
propor¢do volumétrica dos componentes do parénquima testicular, este apresenta
90,87% de sua massa alocada em tubulos seminiferos, 2,62% alocado em células de
Leydig e o restante do espago intertubular representou 6,51%. O indice tibulossomatico
(ITS), ou seja, a porcentagem de massa corporal alocada em tibulos seminiferos, foi de
0,24%. A altura do epitélio seminifero e o diametro do tibulo seminifero foram
respectivamente, 63,05 pm e 202,05 um, e o comprimento dos tubulos seminiferos por
grama de testiculo foi 29,71m. Foi calculada a populagdo relativa das células de Sertoli
e de células germinativas de secc¢des transversais de tibulos seminiferos no primeiro
estadio do ciclo do epitélio seminifero (CES). O rendimento geral da espermatogénese
foi de 19,80 células, sendo que cada célula de Sertoli suportou, em média 24,34 células
germinativas. O indice leydigossomatico (ILS) foi de 0,007%. O volume nuclear médio
e volume total da célula de Leydig, na paca adulta foram, respectivamente, 222 pm? e
690 pum?. Sendo estimado uma média de 35,88 milhdes de células de Leydig por grama
de testiculo, estando na média da amplitude observada em mamiferos de 20 a 40
milhdes. Concluiu-se que a paca apresenta um dos maiores valores de comprimento de

tubulo seminifero por grama de testiculo ja relatado para um mamifero e que a
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eficiéncia funcional das células de Sertoli destes animais € superior ao relatado para a

maioria das espécies estudadas até o momento.
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ABSTRACT

CARRETTA JUNIOR, Moacir, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa, April 2008.
Morphofunctionla evaluation of the spermatogenic process of adult pacas
(Cuniculus paca, Linneus 1766). Adviser: Tarcizio Anténio Rego de Paula. Co-

Advisers: Sérgio Luis Pinto da Matta and Eduardo Paulino da Costa.

This research aims to evaluate the spermatogenic process of sexually mature
pacas. Five animals bred in captivity were used, one of them from the Centro de
Triagem de Animais Silvestres (“Wild animals selection center”) of Universidade
Federal de Vigosa and the other ones from the “Um sonho a mais” farm.
Morphometric analyses were performed from fragments of testicles collected by means
of hemicastration. The analyzed data concern the volume of the testicles, the proportion
of different components of the testicular parenchyma, qualitative and quantitative
morphometry of the seminiferous tubules and of the intertubular space, with greater
emphasis on Leydig cells. It was observed that approximately 0.28% of the body
weight is placed in the gonads, which represents its gonadosomatic index (GSI).
Regarding the volumetric proportion of the components of the testicular parenchyma, it
shows 90.87% of its mass placed in seminiferous tubules: 2.62% in Leydig cells and the
remaining of the intertubular space corresponded to 6.51%. The tubulosomatic index
(TSI), i.e. the percentage of body mass placed in seminiferous tubules, was 0.24%. The
height of the seminiferous epithelium and the diameter of the seminiferous tubule were,
respectively, 63,05um and 202,05um, and the length of the seminiferous tubules per
testicle gram was 29.71. The relative population of Sertoli cells and reproduction cells
in transversal sections of the seminiferous tubules in the first stage of the seminiferous
epithelium cycle (SEC) was calculated. These data were crossed so as to determine the
general yield of the spermatogenesis of 19.80 cells. Each Sertoli cell endured an average
of 24.34 reproduction cells. Regarding Leydig cells, a leydigosomatic index (LSI) of
0.007% was observed. The average nuclear volume and total volume of the adult paca’s
Leydig cells are, respectively, 222 um?® and 690um?. It was possible, with this data, to
calculate an average of 35.88 million Leydig cells per testicle gram; the quantity found
in the amplitute average of the mammals observed ranges from 20 to 40 million. It is

thus concluded that pacas show one of the greatest values of tubule length per testicle



gram ever reported for a mammal and that the functional yield of Sertoli cells in these

animals is higher than what is reported for most studied species so far.
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1.0 - INTRODUCAO

A paca (Cuniculus paca) ¢ um roedor pertencente a subordem Hystricomorfa,
superfamilia Cavioidae, familia Cuniculidae e ao género Cuniculus. Esta ¢ a segunda
maior espécie de roedor nativo das florestas da América Tropical, perdendo em
tamanho apenas para a capivara (MATAMOROS, 1982). Esta espécie se distribui
amplamente, desde o sul do México até o Paraguai, habitando regides de florestas
tropicais geralmente préximos a riachos ou outras fontes de 4gua (MONDOLFI, 1972).
Devido ao crescente desmatamento de seu habitat natural, € comum encontrar esses
animais proximos a areas de cultivo, onde se alimentam de milho, mandioca, manga e
bananas (SMYTHE, 1987). A paca possui pelagem curta e de coloragdo que varia do
castanho claro ao castanho escuro ou avermelhado, com faixas claras e irregulares na
porgio lateral do corpo. E um animal robusto e de corpo alongado, possui patas curtas e
fortes, com unhas muito afiladas, apropriadas para cavar as tocas (OLIVEIRA, 2002).

Atualmente a paca se encontra em baixo risco de extingdo de acordo com o
Conservation on International Trade in Endangered Species (CITES, 2008). Mesmo
assim esta ¢ uma das espécies mais cacadas na América Latina por sua carne suave,
clara e de excelente paladar (STRADIOTTI, 2006). Esse fator, juntamente com a
crescente devastagdo de seu habitat natural, causam preocupagdo com as condigdes
futuras de conservacao dessa espécie. Existem poucos estudos descrevendo sua biologia
reprodutiva, mesmo com um grande aumento do niimero de criatorios regulamentados
pelo IBAMA (Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos Naturais
Renovaveis), principalmente devido ao aumento na demanda de sua carne. Os poucos
estudos realizados, em sua maioria, fazem apenas uma abordagem dos aspectos
relacionados com a morfologia dos oOrgdos reprodutivos (MATAMOROS, 1981;
PASHOV & MATAMOROS, 1984; URENA et al. 1988). Em relagdo ao estudo de
caracteristicas fisicas e morfologicas do s€émen os resultados sdo ainda preliminares
(MACHADO & OHASHI, 1996).

O estudo de aspectos fisioloégicos da reproducdo, ¢ importante para fornecer
informagdes que auxiliem no desenvolvimento de tecnologias em reproducdo assistida
(WILDT, 1989). Uma das possiveis explicacdes para justificar a falta de pesquisas com
essa espécie, e com diversas outras de animais silvetres, ¢ a grande dificuldade relatada

pelos pesquisadores com as restricdes de acesso aos espécimes de vida livre e cativeiro,



fazendo com que o niimero reduzido de individuos dificulte a obtengdo de informagdes
estatisticamente significativas.

Segundo CASTRO et al. (1997), a andlise quantitativa da espermatogénese, pode
ser utilizada no estabelecimento de padrdes cinéticos, como a divisdo e renovagdo de
espermatogonias e¢ permitem ainda estimar o coeficiente de eficiéncia do processo
espermatogénico, a quantificagdo da populacao das células germinativas e suas relagdes
com a populagdo das células de Sertoli, em vérias etapas do desenvolvimento ao longo
do processo espermatogénico.

Apesar do processo espermatogénico ja estar bem definido em algumas espécies,
nenhuma informagdo foi encontrado sobre este evento fisioldgico em pacas, o que
motivou a realizacdo desta pesquisa, que teve como objetivo avaliar, a partir de técnicas

morfométricas, a espermatogénese de pacas sexualmente maduras.

2.0 - REVISAO DE LITERATURA

2.1. Familia Cuniculidae — Cuniculus paca

A familia Cuniculidae se enquadra dentro da subordem Hystricomorfa,
superfamilia Cavioidae. Essa familia possui apenas duas espécies, sendo ambas
conhecidas como pacas e estando no mesmo género: Cuniculus taczanowskii e
Cuniculus paca. Alguns autores referem-se a familia Cuniculidae como Agoutidae, e
outros incluem as pacas dentro da familia Dasyproctidae, devido as similaridades
morfologicas entre pacas e cutias (CORBET & HILL 1991; WILSON & REEDER
1993). Porém, baseado ainda em evidéncias morfoldgicas outros autores sugerem uma
familia separada (MCKENNA E BELL 1997), Segundo ROWE E HONEYCUTT (2002)
evidéncias moleculares, em duas seqiiéncias nucleares e do gene mitocondrial do rRNA
12S, suportam fortemente a colocagdo das pacas em sua propria familia, distinta do
Dasyproctidae

Dentro de sua area de ocorréncia a espécie Cuniculus paca ¢ frequentemente
conhecida como paca, mas também pode ser chamada de tepezcuinte no México e
Guatemala, conejo pintado no Panama, guanta no Equador, majas no Peru e boruga na
Colombia. Este roedor apresenta pelagem curta e castanha com faixas claras e
irregulares na por¢do lateral do corpo, apresentando peso médio entre 7 e 10 kg para

ambos o0s sexos. Animal robusto e de corpo alongado, possui patas curtas e fortes, com



unhas muito afiladas, apropriadas para cavar as tocas (Figura 1). Os dentes incisivos sao
grandes, muito afilados e de crescimento continuo. Essa espécie se alimenta de
folhagens, frutos, sementes, castanhas e raizes, sua longevidade varia de 10 a 15 anos na
natureza e cerca de vinte anos em cativeiro (OLIVEIRA et al., 2007). Essa ¢ a segunda
maior espécie de roedor da América Latina (MATAMOROS, 1982) e se distribui desde
o sul do México até o Paraguai (Figura 2), habitando regides de florestas tropicais,

geralmente proximo a cursos de agua (MONDOLFI, 1972).

Figura 2 — Paises com relato de ocorréncia de Cuniculus paca em verde (UNEP-
WCMC, 2008)
Poucos sdo os dados a respeito da biologia reprodutiva da paca. Sabe-se que a

paca atinge a maturidade sexual em torno de 10 meses de idade, seu periodo de gestacao



¢ de cerca de 115 dias, ao término do qual nasce um filhote (raramente dois ou trés
filhotes sdo observados), porém, a fémea possui dois pares de glandulas mamarias
demonstrando que mais filhotes podem ser amamentados, existindo a possibilidade
deste fator estar relacionado com a dieta (FAO, 1995).

Foi observado, em cativeiro, que a paca apresenta comportamento sociavel sendo
de facil manejo, com a possibilidade de formacao de grupos de qualquer tamanho e
composi¢do social, ao oposto do observado na natureza, onde essa espécie ¢
normalmente agressiva e de natureza solitaria (OLIVEIRA et al., 2007).

A paca tem sido utilizada durante varias décadas como fonte de proteina na
alimentacdo de populagdes indigenas e rurais da regido neotropical. Este animal ¢
apreciado pelo sabor de sua carne e possui potencial relativamente alto para ser
domesticado e explorado economicamente, fornecendo ainda couro de boa qualidade
(SMYTHE, 1987). Tais caracteristicas fazem da paca uma das espécies mais cacadas na
América Latina (STRADIOTTI, 2006). Atualmente a paca se encontra em baixo risco
de extingdo, de acordo com o CITES (2008), porém, essa situacdo ndo ¢ estavel

(NOWAK, 1999; IUCN, 2006).

2.2. Os testiculos

O testiculo dos mamiferos ¢ um 6rgdo de formato oval a arredondado, geralmente
localizado fora da cavidade abdominal, em uma prega cutanea denominada escroto. Esta
localizagdo testicular ¢ importante na maioria das espécies de mamiferos devido a
necessidade de uma temperatura inferior a temperatura abdominal, para a manutencao
das fungdes testiculares (JUNQUEIRA & CARNEIRO, 2005). Este 6rgdo esta envolto
pela tunica albuginea, uma cépsula constituida de tecido conjuntivo fibroso e, em
algumas espécies, também por células contrateis (SETCHELL, 1991). Esta tinica ¢
continua com trabéculas de tecido conjuntivo, os septos testiculares, que convergem
para o interior do testiculo no sentido do mediastino testicular.

Com excecdo das células germinativas, que se originam do epiblasto, a grande
maioria das células somaticas constituintes dos testiculos é procedente dos ductos
mesonéfricos e do epitélio celomatico (KARL & CAPEL, 1998; MERCHANT-
LARIOS & MORENO-MENDOZA, 1998). No testiculo sdo observados dois
compartimentos principais: o compartimento dos tubulos seminiferos e o

compartimento intertubular ou intersticial. No compartimento intertubular estdo



localizadas as células de Leydig, vasos sangiiineos e linfaticos, nervos, células e fibras
do tecido conjuntivo, e uma populacao variavel de outras células como macréfagos e
mastocitos. Os testiculos apresentam tanto fun¢do enddcrina quanto exocrina, ambas
governadas pelos hormoénios gonadotréficos hipofisarios. O hormonio foliculo
estimulante (FSH) esta diretamente relacionado com o inicio € manutengdo da atividade
gametogénica dos tibulos seminiferos. O hormonio luteinizante (LH) controla a
atividade enddcrina das células de Leydig, as quais produzem a testosterona que, além
de dar suporte a atividade gametogénica, ¢ responsdvel pelos caracteres sexuais
secundarios no macho adulto (ASHDOWN & HANCOCK, 1988).

De acordo com alguns autores, ha correlagdo positiva entre o peso testicular e a
producdo espermatica (AMANN, 1970; OLAR et al., 1983; FRANCA & RUSSELL,
1998). Porém, o tamanho testicular ndo acompanha proporcionalmente o tamanho
corporal, ou seja, o investimento somatico em massa gonadal ¢ maior em animais de
pequeno porte em relacdo aqueles de maior porte corporal (KENAGY &
TROMBULAK, 1986). A quantidade de espermatozdides produzidos ¢ sempre muito
maior que o nimero necessario para a fecundacdo, e o fato de o tamanho do testiculo
ndo necessariamente acompanhar o tamanho corporal ¢ um contribuinte para a
economia energética uma vez que animais de grande porte produziriam quantidades
excessivamente grandes de espermatozoides (PAULA, 1999). A relagdao entre o
tamanho dos testiculos e o tamanho corporal ¢ conhecida como indice
gonadossomatico. Este indice pode fornecer informagdes sobre a fisiologia reprodutiva
e at¢é mesmo sobre o sistema de acasalamento de uma espécie (KENAGY &
TROMBULAK, 1986). O tamanho testicular estd diretamente relacionado ao
comportamento reprodutivo, uma vez que animais com comportamento monogamicos e
poliginicos apresentam menor indice gonadossomatico em relagdo as espécies com
comportamentos promiscuos ou polidndricos. No primeiro caso, 0 pequeno
investimento testicular é reflexo da formacao de casais ou haréns onde um tnico macho
¢ responsavel pela copula. Nos animais promiscuos ou poliandricos, varios machos tém
acesso a mesma fémea, sendo os mais aptos a paternidade aqueles com produgdo
espermatica mais destacada e consequentemente maior tamanho testicular (KENAGY &

TROMBULAK, 1986).



2.3. Compartimento tubular

O tibulo seminifero apresenta grande variacdo na densidade volumétrica no
testiculo entre as diferentes espécies, porém, este ¢ o componente mais abundante do
parénquima testicular em todas as espécies ja estudadas (FRANCA & RUSSELL,
1998). Parametros quantitativos diretamente relacionados com o tubulo seminifero,
como, didmetro tubular, espessura do epitélio seminifero e comprimento total de tubulos
seminiferos, apresentam relagdo positiva com a atividade espermatogénica, fornecendo
informagdes que permitem a descri¢do da mesma em uma dada espécie (FRANCA &
RUSSELL, 1998; PAULA, 1999). A espermatogénese ¢ um processo sincronico e
regular de divisdo celular e diferenciagdo, pelo qual uma espermatogdnia-tronco
gradativamente se diferencia numa célula hapldide altamente especializada, o
espermatozdide (JOHNSON, 1991; FRANCA & RUSSELL, 1998). Esta diferenciagao
complexa e organizada envolve trés fases, baseando-se em consideragcdes morfoldgicas
e funcionais: (1) fase proliferativa (espermatogonial) na qual as células sofrem rapidas
e sucessivas divisdes mitdticas; (2) fase meiodtica (espermatdcitos), na qual o material
genético ¢ duplicado e passa por recombinagdo genética e por duas divisdes celulares
sequenciais e (3) fase de diferenciagdo ou espermiogénica, na qual as espermatides
sofrem intensas modificag¢des, transformando-se em espermatozoéides.

A espermatogénese ¢ um processo continuo em que cada fase ¢ caracterizada por
mudanc¢as morfologicas e bioquimicas dos componentes do citoplasma e do nucleo
(COURQOT et al., 1970). O epitélio seminifero compde-se de quatro camadas de células
germinativas de geracdes distintas. Na camada basal do epitélio seminifero observam-se
espermatogOnias e espermatdcitos primdrios iniciais; nas camadas intermediarias
observam-se geragdes de espermatodcitos primarios mais desenvolvidos e espermatdcitos
secundarios; e na camada adluminal, espermatides. Todas essas células estdo
organizadas numa série bem definida de associagcdes celulares ou estaddios. Estes
estadios se sucedem numa determinada area do epitélio seminifero, com o decorrer do
tempo. Esta seqiliéncia, assim ordenada, constitui o processo denominado ciclo do
epitélio seminifero (CES) (LEBLOND & CLERMONT, 1952; SWIERSTRA, 1968;
ORTAVANT et al., 1977; RUSSEL et al., 1991).

A sustentacdo e organizacdo das células germinativas ao longo do epitélio
seminifero sdo feitas por uma célula somatica denominada célula de Sertoli (RUSSELL

et al.,, 1990). Esta desempenha papel fundamental na mediacdo da agdo do FSH e da



testosterona no processo espermatico, no suporte e nutricdo das células germinativas em
desenvolvimento, na compartimentalizagdo do epitélio seminifero, na liberagdao de
espermatozodides no lume tubular, na secrecdo de fluidos e na fagocitose de células
germinativas em degeneragdo e do excesso de citoplasma das espermatides em
espermiacao (RUSSELL & GRISWOLD, 1993; FRANCA & RUSSELL, 1998).

As células de Sertoli t€ém sido utilizadas numericamente como ponto de referéncia
para a quantificagdo e a corre¢do de contagem de células germinativas (CLERMONT &
MORGENTALER, 1955; BUSTOS-OBREGON, 1970; SKAKKEBAK & HELLER,
1973; FRANCA, 1991). Essas células constituem ainda, base para o estudo de
alteragdes no processo espermatogénico, em decorréncia de fatores patologicos e
terapéuticos (ROWLEY & HELLER, 1971; RUSSEL & CLERMONT, 1977; KUMI-
DIAKA et al., 1983; SINHA-HIKIM et al., 1991).

Para quantificacdo da espermatogénese ¢ fundamental o conhecimento do ciclo do
epitélio seminifero, a caracterizagdo dos estddios que o compde e a determinagdo da
freqiiéncia destes estadios. Entre os métodos utilizados para se estudar os estadios do
ciclo do epitélio seminifero, o mais empregado nos animais domésticos € aquele
baseado na forma e na localizagdo dos nucleos das espermatides e na presenca de
figuras de divisdes meidticas (ROOSEN-RUNGE & GIESEL Jr., 1950; COUROT et
al., 1970; ORTOVANT et al., 1977, GUERRA, 1983; FRANCA, 1991), método este
designado como da morfologia tubular por BERNDTSON (1977).

O estudo quantitativo das células que compdem o epitélio seminifero ¢ essencial
para o entendimento do processo espermatogénico possibilitando, ademais, valiosas
correlagdes com achados fisioldgicos e bioquimicos (ROOSEN-RUNGE & GIESEL Jr.,
1950; WING & CHIRSTENSEN, 1982; RUSSEL et al., 1991 E 1993; FRANCA et al.,
1994; FRANCA et al., 1995). Assim, além de permitir a determinagdo do rendimento
intrinseco da espermatogénese (BERNDTSON & DESJARDINS, 1974; CARDOSO &
GODINHO, 1985; FRANCA et al.,, 1991), a avaliacao histologica quantitativa dos
testiculos torna também possivel a verificagdo de normalidade ou nd3o da
espermatogénese, a observacdo do tipo celular que estd sofrendo degeneragdo, ou
mesmo se ocorre degeneracdo (AMANN, 1981; FRANCA, 1991; RUSSEL et al., 1991
e 1993; FRANCA et al. 1994).



2.4. Compartimento intertubular

O compartimento intertubular consiste de diferentes componentes alocados entre
os tubulos seminiferos, dentre estes estdo tecido conjuntivo, nervos, vasos sanguineos e
linfaticos, porém o principal componente deste compartimento ¢ a célula de Leydig
(HOOKER , 1970).

As células de Leydig iniciam a secrecdo de testosterona ainda na vida fetal, para a
diferenciagdo embriologica dos o6rgdos genitais masculinos. Porém, ¢ durante a
puberdade que as células intersticiais de Leydig tornam-se mais evidentes e funcionais.
A densidade populacional das células de Leydig pode variar entre individuos de
espécies diferentes e mesmo entre individuos da mesma espécie. Dentre os intimeros
fatores que podem influenciar na sua quantidade por animal, estdo a quantidade de LH
disponivel, o nimero de receptores de LH por célula, a quantidade de testosterona que a
célula de Leydig é capaz de secretar por uma unidade de tempo, a velocidade pela qual
a testosterona deixa o testiculo via vasos linfaticos, vasos sangiiineos e fluidos seminais,
o volume sangiiineo do animal e a taxa de metabolismo da testosterona (RUSSELL et
al., 1994 ; RUSSELL , 1996 ).

Estudos correlacionando a estrutura e a fungdo das células de Leydig, em varias
espécies de mamiferos, mostraram que variagdes na secrecao de testosterona resultam
mais da capacidade individual desta célula em secretar este hormdnio do que de
diferengas do volume total das mesmas no testiculo (EWING et al., 1979). Esta
capacidade esta altamente associada com a quantidade de reticulo endoplasmatico liso
presente na célula de Leydig (ZIRKIN et al., 1980). Neste sentido, COSTA et al. 2006
observaram que os niveis séricos de testosterona em capivaras (Hydrochoerus
hydrochaeris), apresentaram correlagdo positiva e significativa com o volume individual
de células de Leydig e ndo com a sua proporg¢do total ou o niimero das mesmas por
testiculo .

Segundo FAWCETT et al. (1973), a drenagem linfatica, aliada a quantidade de
células de Leydig e tecido conjuntivo frouxo no espago intertubular, nas diferentes
espécies de mamiferos segue, em geral, trés padrdes distintos: 1) espécies nas quais as
células de Leydig e o tecido conjuntivo ocupam uma 4area muito pequena no
compartimento intertubular, contrastando com extensos sinusoides ou espagos linfaticos
interpostos aos tubulos seminiferos; 2) espécies que apresentam grupos de células de

Leydig espalhados em abundante tecido conjuntivo frouxo edemaciado, o qual ¢



drenado por um vaso linfatico localizado central ou excentricamente no espago
intertubular; 3) espécies nas quais abundantes grupamentos de células de Leydig
ocupam praticamente todo o compartimento intertubular, apresentando pouco tecido
conjuntivo e vasos linfaticos. Apesar do pouco conhecimento a respeito das implicagdes
fisiologicas destas variagdes, FAWCETT et al. (1973) especularam que as mesmas
provavelmente estariam relacionadas com a habilidade dos vasos linfaticos de mover
para fora dos testiculos substincias vascularmente secretadas, além de manter as
concentragdes adequadas de androgenos no testiculo e nos vasos sanguineos. Sabe-se
que a concentragdo de testosterona, principal produto da célula de Leydig, ¢ de duas a
trés vezes maior no fluido intersticial do que nos vasos sangiiineos testiculares e de 40 a
250 vezes maior nestes em relacdo ao sangue periférico em diferente espécies de

mamiferos (SHARPE, 1994).
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3.0 - MORFOMETRIA TESTICULAR E DOS TUBULOS SEMINIFEROS DE
PACAS (Cuniculus paca, Linnaeus 1766) ADULTAS

Resumo

O conhecimento dos parametros testiculares de uma espécie ¢ de grande
importancia no estabelecimento de padrdes reprodutivos e, consequentemente, no
auxilio ao desenvolvimento de protocolos de reprodugdo assistida para essa espécie. A
morfometria testicular esta diretamente relacionada com a produgdo espermatica, como
observado em espécies ja estudadas. Os objetivos do presente trabalho foram definir
pardmetros volumétricos e morfométricos do testiculo e dos tibulos seminiferos de
pacas adultas e suas correlagdes somadticas. Os animais do presente experimento
apresentavam peso corporeo médio de 6,4 kg, o peso médio de ambos os testiculos ¢ de
aproximadamente 18 g, correspondendo a cerca de 0,28 % do peso corporal (indice
gonadossomatico), a albuginea testicular representou cerca de 4,0 % do peso testicular e
o mediastino cerca de 1,9 %. Aproximadamente 91,0 % do parénquima testicular ¢
composto por tubulos seminiferos e os 9,0 % restantes correspondem a células de
Leydig, tecido conjuntivo e vasos sanguineos e linfaticos. A propor¢ao de massa
corporal alocada em tubulos seminiferos foi de 0,24 % (Indice tubulossomatico). Os
tubulos seminiferos apresentaram diametro médio de 202,05 um com altura média de
epitélio seminifero de 63,05 um. O comprimento total de tibulos seminiferos foi de
259,42 metros, na proporcao de 29,7 1metros por grama de testiculo, um dos maiores ja

resgistrados entre os mamiferos estudados.

Palavras-chave: testiculo, tubulo seminifero, paca, Cuniculus paca, indice

gonadossomatico, indice tubulossomatico.
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TESTICULAR MORPHOMETRY AND SEMINIFEROUS TUBULES OF
ADULT PACAS (CUNICULUS PACA, LINNAEUS 1766)

Abstract

The knowledge of testicular parameters of a species is greatly important for the
establishment of reproduction patterns and, consequently, for helping develop aided
reproduction protocols for the species. Testicular morphometry is directly linked to
spermatic production, as observed in known and studied species. This paper aims to
define volumetric and morphometric parameters for testicles and seminiferous tubules
of adult pacas and their somatic correlations. The animals analyzed in this experiment
presented an average body weight of 6.4 kg, the average weight of both testicles of 18 g,
of which 0.28 % of the corporal weight corresponded to the testicles (gonadosomatic
index); the testicular albuginea represented 4.0 % of the testicular weight and the
mediastinum was about 1.9 %. Approximately 91.0 % of the testicular parenchyma is
composed of seminiferous tubules and the other 9.0 % correspond to Leydig cells,
conjunctive tissue and lymphatic and blood vessels. The proportion of body mass
placed in the seminiferous tubules presented an average diameter of 202.05 um with the
average height of the seminiferous epithelium being 63.05 um. The total length of the
seminiferous tubules was 259.42 meters, in the proportion of 29.71 meters per gram of

testicle, one of the biggest values already registered in the studied mammals.

Keywords: testicle, seminiferous tubule, paca, Cuniculus paca, gonadosomatic index,

tubulosomatic index.
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3.1 - Introducéo

Cuniculus paca, conhecida como paca, se distribui desde o sul do México até o
Paraguai (MONDOLFI, 1972). Este roedor apresenta pelagem curta e castanha com
faixas claras e irregulares na por¢do lateral do corpo. Pertence a sub-ordem
Hystricomorfa, superfamilia Cavioidae, familia Cuniculidae e ao género Cuniculus.
Esta espécie apresenta peso médio de 7 a 10 kg entre ambos os sexos, sendo a segunda
maior espécie de roedor da América Latina, estando atrds somente da capivara
(MATAMOROS, 1982; MOREIRA, 1985). O tempo de vida estimado para esta espécie
¢ de 10 a 15 anos na natureza e cerca de vinte anos quando em cativeiro. Foi observado
em cativeiro um comportamento sociavel e de facil manejo, com a possibilidade de
formacao de grupos de qualquer tamanho e composicdo social, ao oposto do observado
em natureza, onde essa espécie ¢ normalmente agressiva e de natureza solitdria
(OLIVEIRA et al., 2007).

Este animal ¢ apreciado pelo sabor de sua carne e possui potencial relativamente
alto para ser domesticado e explorado economicamente (SMYTHE, 1987), fornecendo
ainda couro de boa qualidade. A paca tem sido utilizada durante varias décadas como
fonte de proteina na alimentagdo de populagdes indigenas e rurais da regido neotropical.
E uma das espécies mais cagadas na América Latina por sua carne suave, branca e de
excelente paladar (STRADIOTTI, 2006). Atualmente a paca se encontra em baixo risco
de extin¢ao de acordo com o CITES (Conservation on International Trade in Endagered
Species, 2008).

No Brasil, o nimero de criatdrios regulamentados pelo IBAMA vem aumentando
consideravelmente nos ultimos anos devido a grande demanda para sua carne em
restaurantes e grandes redes de supermercados.

Poucos s3o os dados a respeito da biologia reprodutiva das pacas. Sabe-se que
essa atinge a maturidade sexual em torno de 10 meses de idade, seu periodo de gestagao
¢ de cerca de 115 dias, ao término do qual nasce um filhote (raramente dois ou trés
filhotes sdo observados, FAO, 1995). Poucos trabalhos sdo observados na literatura
descrevendo, em sua maioria, aspectos relacionados a morfologia dos oOrgaos
reprodutivos (MATAMOROS, 1981; PASHOV & MATAMOROS, 1984; URENA et
al. 1988; BORGES, 2004).

Para se avaliar as caracteristicas fisiologicas da reproducdo de uma dada espécie,

varios métodos t€ém sido utilizados, alguns s3o relativos as caracteristicas fisicas e
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morfoldgicas do sémen, que no caso da paca descrevem resultados ainda preliminares
(MACHADO & OHASHI, 1996), porém, os dados mais confidveis na caracterizagao
reprodutiva masculina, baseiam-se na histologia quantitativa dos testiculos (AMANN,
1970; BERNDTSON, 1977). O testiculo ¢ um 6rgao em formato oval composto por um
aglomerado de tubulos conhecidos como tubulos seminiferos. Nos tibulos seminiferos
de mamiferos sexualmente maduros estdo presentes as células espermatogénicas
arranjadas em uma série bem definida de associacdes celulares ou estadios. Os
parametros quantitativos relacionados com o tubulo seminifero, como diametro tubular,
espessura do epitélio seminifero e o comprimento total e por grama de testiculo,
apresentam uma relacdo positiva com a atividade espermatogénica (FRANCA &
RUSSELL, 1998; PAULA, 1999). Desta forma, as mensuragdes tubulares sao
abordagens geralmente utilizadas como indicadores da atividade espermatogénica em
investigacdes envolvendo a funcdo testicular (NAVARRO et al., 2004; SOUZA et al.,
2005; SILVA Jr et al., 2006, MASCARENHAS et al., 2006).

Por ser o tibulo seminifero o componente mais abundante do parénquima
testicular, hd uma correlacdo positiva entre o peso testicular e a producdo espermatica
(AMANN, 1970; OLAR et al., 1983; FRANCA & RUSSELL, 1998). Porém, em
diferentes animais de portes distintos, o tamanho testicular n3o acompanha
proporcionalmente o tamanho corporal. Independente do porte fisico a quantidade de
espermatozodides produzidos ¢ sempre muito maior que o nimero necessirio para a
fecundagdo. Assim, o fato de o tamanho do testiculo ndo necessariamente acompanhar o
tamanho corporal ¢ um contribuinte para a economia energética, uma vez que animais
de grande porte produziriam quantidades excessivamente altas de espermatozoides
(KENAGY & TROMBULAK, 1986; PAULA, 1999).

A relacdo entre o peso dos testiculos e o peso corporal ¢ conhecida como indice
gonadossomatico. Este indice pode fornecer informagdes sobre a fisiologia reprodutiva
e at¢é mesmo sobre o sistema de acasalamento de uma espécie (KENAGY &
TROMBULAK, 1986). O tamanho testicular estd diretamente relacionado ao
comportamento reprodutivo, uma vez que animais com comportamento monogamico ou
poliginico apresentam menor indice gonadossomatico em relacdo as espécies com
comportamento promiscuo ou poliandrico.

Assim, o estudo da morfofisiologia testicular e da biometria corporal em animais
silvestres permite o estabelecimento de padrdes fisiologicos e comportamentais,

importantes para o conhecimento de particularidades sobre a biologia reprodutiva das
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diferentes espécies, com as quais ¢ possivel o desenvolvimento de protocolos visando a
reproducao assistida. Neste sentido, o objetivo deste trabalho foi de estabelecer alguns
parametros volumétricos do testiculo e correlacionar dados de morfometria testicular e

do tabulo seminifero com a massa corporal em pacas adultas.

3.2 — Material e Métodos

Utilizaram-se cinco pacas adultas, uma proveniente do Centro de Triagem de
Animais Silvestres da Universidade Federal de Vigosa (UFV) e quatro do criatério
especializado “Fazenda Um Sonho a Mais”, localizado no municipio de Carangola-MG.
Os procedimentos de coleta de material foram devidamente autorizados pelo Instituto
Brasileiro de Meio Ambiente e dos Recursos Naturais Renovaveis — IBAMA (licenga
062/05 NUFAS/MG) e pela Comissio de Etica do Departamento de Medicina
Veterinaria da Universidade Federal de Vigosa (processo n° 09/2008).

Ap6s um jejum de 12 horas, cada animal foi contido fisicamente, com auxilio de
pugd, para a aplicac¢do intramuscular de cloridato de quetamina (10 mg/kg) associado ao
cloridrato de xilazina (1 mg/kg), como associagao anestésica. Depois de anestesiados, os
animais foram pesados e, por meio de palpagdo percutanea, foi verificada a integridade
dos testiculos.

Foi realizada uma hemicastracdo, no testiculo e epididimo direitos ou esquerdos,
através de técnica convencional e apos a coleta, o testiculo foi isolado do epididimo,
teve a albuginea perfurada em varios pontos e¢ imerso em solucdo fixadora de
Karnovsky (Paraformaldeido 4% e aldeido glutarico (Merck®) 4% em tampao fosfato
0,IM pH 7.,4) em temperatura ambiente durante 24 horas, ficando posteriormente,
armazenado sob refrigeragdo, no mesmo tampao, até o processamento histoloégico. No
final do procedimento, cada animal foi medicado com agentes antiinflamatorios
(Flunixin Meglunime, Banamine — Schering-Plough S/A, 1,1 mg/kg de peso) e
antibidticos (penicilina, 20.000 Ul/kg de peso).

Os testiculos recolhidos foram pesados em balancga de precisdo de 0,001g e apds
dissecacdo foram pesados separadamente o mediastino e albuginea. Uma vez que a
densidade do testiculo ¢ muito proxima de 1,0 (JOHNSON et al., 1981), o peso do
testiculo coletado foi considerado como sendo igual ao seu volume. O volume do
parénquima testicular foi calculado subtraindo-se do peso testicular o peso da albuginea

e do mediastino. Para o célculo do peso total dos testiculos de cada animal, o peso do
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testiculo contralateral foi considerado igual ao peso do testiculo coletado, uma vez que
nos animais ja estudados nenhuma variagdo significativa foi observada entre o peso do
testiculo direito e esquerdo (FRANCA & RUSSELL, 1998; MASCARENHAS et al.
2006).

Foram coletados fragmentos de cada testiculo para o processamento histologico.
Esses foram desidratados em bateria de alcoois em concentragdes crescentes ¢
infiltrados em dois banhos de resina pléstica a base de glicol metacrilato (Historesin,
Leica Instruments) e incluidos na mesma resina adicionada de endurecedor (dimetil
sufoxido), conforme recomendacdo do fabricante. Foram realizados cortes seriados de
4,0 um de espessura em microtomo rotativo dotado de navalhas de vidro, e
posteriormente corados com azul de toluidina e borato de sédio 1,0 %. Todo o
processamento histoldgico foi realizado no Laboratério de Biologia Estrutural do
Departamento de Biologia Geral da UFV.

Para o calculo da propor¢ao volumétrica dos componentes do parénquima
testicular foram examinados 20 campos fotografados, em aumento de 200 vezes,
escolhidos ao acaso por meio de varredura horizontal dos cortes histologicos.
Sobrepostas as imagens foi colocada uma graticula com 432 intersec¢des consideradas
como pontos. Foram computados os pontos coincidentes com os tubulos seminiferos,
células de Leydig (ntcleo e citoplasma), tecido conjuntivo e vasos (sanguineos e
linfaticos), totalizando 8640 pontos computados por animal. A partir da propor¢ao dos
componentes do parénquima testicular foi possivel o calculo de seus volumes.

O didmetro médio dos tibulos seminiferos foi obtido a partir da medida de 20
secgoes transversais de tibulos, o mais circular possivel, em cada testiculo, em aumento
de 400 vezes independente do estddio em que se encontravam. Na mesma sec¢do em
que se obteve o diametro tubular também foi medida a altura do epitélio seminifero,
considerando-se desde a membrana basal até a borda luminal. Duas anota¢des foram
obtidas para cada parametro, em cada sec¢ao transversal, considerando-se como medida
representativa a média das duas. O comprimento total dos tibulos seminiferos foi
calculado a partir da féormula do volume de um cilindro (volume = é4rea da base x
altura). Assim, o comprimento total dos tibulos seminiferos representava o volume total
de tubulos seminiferos dividido pela area da secgdo transversal do tabulo seminifero. O
comprimento total de tibulos seminiferos foi relacionado com o peso de ambos os

testiculos para a obtengdo do comprimento por grama de testiculo.
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O indice gonadossomatico foi calculado dividindo-se o peso de ambos os
testiculos pelo peso corporal e o resultado foi multiplicado por cem. Esse indice
representa a porcentagem do peso corporal alocado em testiculos. Sobre o valor do
indice gonadossomatico foi inferido o valor percentual ocupado por tubulos
seminiferos, obtendo-se assim o indice tubulossomatico, ou seja, o percentual do peso
corporal alocado em tubulos seminiferos.

Os dados obtidos foram analisados por estatistica descritiva (média e desvio

padrao) empregando-se o programa Excell for Windows XP (2001).

3.3 — Resultados e discussoes

Assim como na capivara macho (PAULA, 1999), a paca ndo apresenta um escroto
propriamente definido e os testiculos localizam-se subcutaneamente na regido inguinal.
Os revestimentos testiculares sao os mesmos observados nos demais mamiferos, porém,
assim como ocorre na maioria dos roedores e nos lagomorfas (PAULA, 1999), foi
observado na paca uma espessa camada de musculo cremaster, compondo, de forma
continua, a tiinica cremastérica. Devido a destacada presencga desta tunica e a disposi¢ao
em separado dos testiculos no espaco subcutineo, durante a hemicastragdo foram
observadas duas saculagdes inguinais musculosas distintas, sem a presenga de um septo
ou formacdo de pregueamento cutdneo. A tinica cremastérica bem desenvolvida,
associada a presenca um amplo canal inguinal, favorece a movimentagao testicular para
o interior da cavidade abdominal. Neste sentido, em fun¢do do estresse de captura e
manipulagdo ¢ comum a observagao da posi¢ao intra-abdominal do testiculo (BORGES,
2004).

O peso corporal médio dos animais analisados foi de 6,4 kg e o peso testicular
médio foi de 8,89 g (Tabela 1). O indice gonadossomatico encontrado no presente
trabalho, cerca de 0,28 % (Tabela 1), ¢ um dos menores observados para animais da
ordem Rodentia. Em estudos envolvendo 133 espécies de mamiferos, dentre eles 62
roedores, KENAGY & TROMBULAK (1986) encontraram que esta ordem foi a que
apresentou maior variagdo para o peso relativo dos testiculos (de 0,05 % para Castor
canadensis a 8,41 % Tatera indica). Estes mesmos autores observaram que animais de
menor peso corporal alocam maior propor¢do de massa corporal e desprendimento de
energia no tecido testicular, comparados com animais de maior porte. Neste aspecto, ¢

bastante ilustrativo o fato do indice gonadossomatico em castor canadense (0,05 %,
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KENAGY & TROMBULAK, 1986), capivaras (0,12 %, PAULA, 1999) e na paca (0,28
%) serem os mais baixos encontrados para roedores, enquanto 0s pesos corporais
médios para estas espécies, serem justamente os mais altos. Ainda segundo KENAGY
& TROMBULAK (1986), o tamanho testicular relativo também estd relacionado ao
comportamento reprodutivo, uma vez que animais com comportamentos monogamicos
e poliginicos apresentam menor indice gonadossomatico em relagdo as espécies com
comportamentos promiscuos ou polidndricos. No primeiro caso, 0 pequeno
investimento testicular ¢ reflexo da formacao de casais ou haréns onde um unico macho
¢ responsavel pela copula. Nos animais promiscuos ou poliandricos, varios machos t€ém
acesso a mesma fémea, sendo mais aptos a paternidade aqueles com a produgdo
espermatica mais destacada e, conseqilientemente, maior tamanho testicular (KENAGY
& TROMBULAK, 1986). Baseado no baixo indice gonadossomatico observado, pacas
machos adultas enquadram-se em um sistema de comportamento reprodutivo
monogamico, o que pode ser refor¢ado pelo seu comportamento intolerante e de
natureza solitaria (OLIVEIRA et al., 2007). Embora a descricdo anatomica dos 6rgaos
reprodutivos masculinos ndo tenha sido o objetivo do presente trabalho, observou-se
durante os procedimentos de coleta, uma estrutura rigida com borda serrilhada e
cortante, bastante peculiar nas faces laterais do pé€nis de todos os animais estudados.
Esta estrutura ¢ também descrita por BORGES (2004) e durante a copula, certamente
acarreta uma lesdo vaginal, o que poderia inibir novas copulas de outros machos,

reforcando o comportamento monogamico.

Tabela 1.Valores médios, desvio padrao e coeficiente de variagdo do peso corporal,
peso do testiculo coletado e indice gonadossomatico de pacas adultas.

Animal Peso Peso do Indice
Corporal testiculo gonadossomatico
(kg) coletado (%)
(8)

1 5,0 6,39 0,3

2 5,0 8,56 0,34

3 8,0 12,19 0,30

4 6,0 5,59 0,18

5 8,0 11,70 0,29

Média +
desvio padrao  6,40+1,51 9,11+2.8 0,28 +0,05

CV 23,6 % 33,7 % 17,9 %
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A albuginea testicular representou, em média, 3,98 % do peso do testiculo
enquanto o mediastino testicular cerca de 1,89 % em pacas adultas (Tabela 2).
Considerou-se como peso do parénquima testicular a diferenca entre o peso total do
testiculo e o somatorio dos pesos da albuginea e mediastino testiculares. Embora
parénquima testicular ndo seja um termo totalmente adequado para citar o testiculo
desprovido de albuginea e mediastino testiculares este ¢ amplamente mencionado na
literatura (BERNDTSON, 1977, JOHNSON et al., 1981; RUSSELL et al., 1990;
JOHNSON et al., 2000). Em pacas adultas a albuginea e o mediastino testiculares
ocuparam em média 5,9 % do peso testicular, portanto, o parénquima testicular
representa em média 94,1 % do peso total do 6rgao (Tabela 2). Na maioria das espécies
domésticas a proporcao volumétrica da albuginea e mediastino testiculares ¢ geralmente
em torno de 10% (FRANCA & RUSSELL, 1998), ja em carnivoros domésticos e
selvagens esta propor¢do varia de 11 a 23,4 % (GODINHO, 1999; BITTENCOURT,
2003; BARROS et al., 2005; MASCARENHAS et al., 2006; SARTI, 2006). Neste
sentido a propor¢cdo volumétrica da albuginea e mediastino testiculares na paca ¢
relativamente menor que o observado nas demais espécies estudadas, inclusive a outra
espécie da subordem Hystricomorpha, a capivara, que apresenta cerca de 11,9 % do

testiculo alocado em albuginea e mediastino (PAULA, 1999).

Tabela 2.Valores médios do volume testicular, volume do parénquima testicular,
volume da albuginea, porcentagem do testiculo alocado em albuginea, volume do
mediastino e porcentagem do testiculo alocado em mediastino, propor¢ao volumétrica

de tabulo seminifero, propor¢ao volumétrica de espaco intertubular de pacas adultas.

Pardmetro M¢dia + desvios padrido

Volume testicular (ml) 9,11 +2,8

Volume do parénquima testicular (ml) 8,58 +1,36
Volume da albuginea (ml) 0,35+ 0,09

% do testiculo alocado em albuginea 3,98 +0,7
Volume do mediastino (ml) 0,17 + 0,08

% do testiculo alocado em mediastino 1,89 + 0,46
Propor¢ao volumétrica de tibulo seminifero (%) 90,87 + 0,63
Proporg¢ao volumétrica de espago intertubular (%) 9,13 +0,63
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O intertibulo representa 9,13 % do parénquima testicular (Tabela 2). A partir
destes dados, e considerando a densidade testicular igual a 1,0 (JOHNSON et al., 1981),
foi possivel determinar que o volume do compartimento intertubular em pacas adultas
foi em média 0,83 ml.

Aproximadamente 91,0 % do parénquima testicular de pacas adultas foi composto
por tibulos seminiferos (Tabela 2), sendo ligeiramente superior ao observado em cutias
(84,75 %; ASSIS NETO et al.,, 2003). Os tibulos seminiferos sdo os principais
constituintes do parénquima testicular da maioria dos mamiferos, ocupando em torno de
60 a 90 % na maioria das espécies (SETCHELL, 1982). A capivara, diferentemente dos
demais animais ja estudados, apresenta apenas 50 % do parénquima testicular alocado
em tubulos seminiferos (PAULA, 1999).

A paca apresentou um indice tubulossomatico médio de 0,24 %, estando esse
valor acima do valor observado para capivaras, 0,06 %, mas abaixo para diversas outras
espécies da Ordem Rodentia (Tabela 3).0 indice tubulossomatico (ITS) é um parametro
que visa quantificar o investimento de massa corporal em tibulos seminiferos. Este
parametro ¢ de grande importancia quanto a avaliacdo da influéncia do comportamento
reprodutivo sobre a morfologia testicular. Segundo a teoria de KENAGY &
TROMBULAK (1986) espécies sabidamente monogamicas ou poliginicas
aparentemente apresentam menor investimento tubulossomdatico quando comparadas

com espécies promiscuas ou polidndricas.

Tabela 3. Valores médios e desvios padrdes dos indices gonadossomaticos (IGS) e

indices tubulossomaticos (ITS) de seis espécies da sub-ordem Hystricomorfa.

Espécie I.G.S. (média + dp*) LT.S. (média + dp*)
Paca 0,28 + 0,05 0,24 + 0,026
Capivara' 0,11 +£0,016 0,06 +£ 0,018
Cobaio! 0,43 £ 0,001 0,34 +£0,117
Rato! 0,75 £ 0,001 0,610,118
Gerbil! 1,86 £ 0,003 1,67 £0,250
Camundongo! 1,15+ 0,002 1,125+ 0,250

" ROMANO et al., 2002.

A mensuragdo tubular ¢ uma das abordagens utilizadas como indicadores da
atividade espermatogénica em experimentos relacionados a fungdo testicular
(NAVARRO et al., 2004; SOUZA et al., 2005; MASCARENHAS et al., 2006; SILVA

JR et al., 2006). O valor tipicamente observado para didmetro tubular na maioria das
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espécies de amniotas varia de 180 a 300 um (ROOSEN-RUNGE, 1977). O diametro do
tubulo seminifero permanece relativamente constante nos animais ndo sazonais €
sexualmente maduros (PAULA, 1999; GUIAO-LEITE, 2002), porém, grandes
variagcoes podem ser observadas entre ragas e linhagens diferentes e fora do periodo de
atividade reprodutiva em espécies sazonais (PAULA et al., 2002). O didmetro médio
dos tabulos seminiferos no presente estudo foi de 202,05 um (Tabela 4), sendo superior
ao relatado para cutias (158 um; ASSIS NETO et al., 2003) e ligeiramente inferior ao
observado em capivaras (213 um; PAULA et al., 2002), estando dentro da amplitude
média relatada para a maioria dos amniotas (ROOSEN-RUNGE, 1977).

Além das diferencas devido a selegdo genética, que privilegiam animais com
maior producdo espermatica por grama de testiculo, outros fatores também podem
contribuir para justificar a grande amplitude de diametro tubular observada nos
mamiferos. Dentre eles podem ser citados: metodologias em que ndo se considera a
retracdo tecidual durante o processamento histoldgico, principalmente quando se
trabalha com inclusdes com parafina, uso de animais que ainda ndo atingiram a
maturidade sexual; variagdes no nimero de camadas de células midides que constituem
a tinica propria; diferencas na populacdo das células de Sertoli e células
espermatogénicas; e diferentes padrdes de secrecdao de fluido pelas células de Sertoli, o
que determina o tamanho do lume tubular (COSTA e PAULA, 2003).

Segundo WING & CHRISTENSEN (1982), a mensuragao do epitélio seminifero ¢
mais efetiva que o diametro tubular para a avaliagdo da producao espermatica. A altura
do epitélio seminifero para pacas adultas foi de 63,05 um. Apesar desse valor ser um
pouco inferior ao relatado em capivaras (79 um; PAULA et al., 2002), tais valores estao
inseridos no intervalo relatado para a maioria dos mamiferos, 60 a 100um (FRANCA e
RUSSELL, 1998). Embora diferencas sejam observadas entre racas e espécies distintas,
a altura epitelial ndo parece ser afetada nas comparacdes entre estadios diferentes do
ciclo do epitélio seminifero no mesmo animal, a despeito das diferentes associagdes
celulares e dos diferentes volumes de células de Sertoli em cada estadio (WROBEL e
SCHIMMEL, 1989, WROBEL et al., 1995).

O comprimento total do tibulo seminifero para pacas adultas foi de 259,42 metros
(Tabela 4). Este dado ndo permite uma andlise comparativa precisa entre espécies
diferentes devido as diferengas do tamanho dos testiculos em cada uma. Para contornar

tal situagdo, permitindo comparagdes independentemente do porte do animal, deve-se
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converter o comprimento tubular total em comprimento tubular por grama de testiculo.
Assim procedendo, percebe-se que a maioria dos animais estudados até o momento
apresenta valores que variam de 10 a 15 m de tibulo por grama de testiculo. Neste
parametro a paca se destaca por apresentar um dos maiores valores ja relatados para um
mamifero até o momento, 29,71 m (Tabela 4), equivalendo ao dobro e at¢é mesmo ao

triplo do observado em outras espécies.

Tabela 4. Valores médios e desvios padrao para o didmetro do tubulo seminifero, altura
do epitélio seminifero, comprimento do tabulo seminifero por grama de testiculo e

comprimento total de tibulo seminifero em pacas adultas.

Parametro Média + desvio-padrao
Didmetro do tabulo seminifero (um) 202,05 + 1,53
Altura do epitélio seminifero (pm) 63,05 + 0,79
Comprimento do tibulo seminifero por 29,71 £ 5,61
grama de testiculo (m/g)
Comprimento total do tiibulo seminifero (m) 259,42 £ 43,51

3.4 — Conclusbes

O indice gonadossomatico (IGS) observado no presente trabalho, cerca de 0,28 %
¢ um dos menores observados para animais da ordem Rodentia. Embora a propor¢ao
volumétrica de tubulos seminiferos na paca se apresente dentro dos valores mais altos
observados nos roedores, o diametro tubular médio para estes animais esteja dentro da
amplitude observada para os demais mamiferos ja estudados e o comprimento de
tubulos seminiferos por grama de testiculo (29,71 myg) destacar-se dentre todas as
espécies ja estudadas, o indice tubulossomatico (ITS) acompanhou o observado para o
IGS, estando assim dentro dos mais baixos registrados para a ordem Rodentia. A
propor¢do volumétrica de mediastino e albuginea testiculares (5,87%) encontram-se

bem abaixo do observado nas espécies de mamiferos domésticos.
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4.0 - QUANTIFICACAO DA PRODUCAO ESPERMATOGENICA DE PACAS
(Cuniculus paca, Linnaeus 1766) ADULTAS

Resumo

O estudo quantitativo das células que compdem o epitélio seminifero ¢ essencial
para o entendimento do processo espermatogénico em si, possibilitando, ademais
valiosas correlagcdes com achados fisiologicos e bioquimicos. Através da estimativa das
populagdes celulares dos diferentes estadios do ciclo do epitélio seminifero € possivel o
calculo de rendimentos intrinsecos do processo espermatogénico. Assim no presente
trabalho foram observado uma populacdo média de 3,36 células de Sertoli, 2,19
espermatogonias do tipo A, 18,60 espermatdcitos primarios em pré-leptoteno/ leptdteno,
17,61 espermatdcitos primarios em paquiteno e 43,36 espermatides arredondadas por
seccao transversal do estddio 1 do ciclo do epitélio seminifero em pacas adultas. A
partir destas populagdes celulares os rendimentos intrinsecos do processo
espermatogénico foram calculados. Observou-se uma eficiéncia de mitoses
espermatogonias de cerca de 8,49 células (PL/L:A), um rendimento meiodtico de 2,46
células (Ar:PQ) e um rendimento geral da espermatogénese de cerca de 19,80 células
(Ar:A). Nao foram observadas perdas significativas durante a préfase meiotica e a
capacidade de suporte da célula de Sertoli para as diferentes células da linhagem
germinativa foi de 0,65 espermatogonias do tipo A, 5,54 espermatdcitos primarios em
pré-leptoteno/ leptdteno, 5,24 espermatocitos primarios em paquiteno e 12,90

espermatides arredondadas.

Palavras-chave: Rendimentos intrinsecos da espermatogénese, paca, Cuniculus paca,

células germinativas, célula de Sertoli.
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QUANTIFICATION OF THE SPERMATOGENIC PRODUCTION OF ADULT
PACAS (Cuniculus paca, Linnaeus 1766).

Abstract

The quantitative study of the cells compounding the seminiferous epithelium is
essential in order to understand the spermatogenic process itself, making further
valuable correlations with physiological and biochemical findings possible. By means
of estimating cellular populations at different stages of the seminiferous epithelium
cycle, it is possible to calculate the intrinsic yield of the spermatogenic process. This
paper shows the observed average population of 3.36 Sertoli cells; 2.19 type-A
spermatogones; 18.60 primary spermatocites in pre-leptotene/leptotene; 17.61 primary
spermatocites in pachytene and 43.36 spermatids rounded by transversal section in stage
1 of the seminiferous epithelium cycle in adult pacas. From these cellular populations,
the intrinsic yield of the spermatogenic process was calculated. The values observed
are: a spermatogone mitoses yield of around 8.49 cells (PL/L:A); a meiotic yield of 2.46
cells (Ar:PQ) and a general spermatogenesis yield of around 19.80 cells (Ar:A). No
significant losses were observed during the meiotic prophase; and the endurance
capacity of the Sertoli cell for different cells of reproduction lineage was of 0.65 type-A
spermatogones; 5.54 primary spermatocites in pre-leptotene/leptotene; 5.24 primary

spermatocites in pachitene; and 12.90 rounded spermatids.

Keywords: Intrinsic spermatogenenic yields; paca, Cuniculus paca, germ cells, Sertoli

cell.
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4.1- Introducéo

O testiculo de mamiferos ¢ um 6rgdo em formato oval, com fun¢do exodcrina e
enddcrina. Este se apresenta revestido por uma espessa capsula conjuntiva, a tinica
albuginea, a qual envia septos para o interior formando o mediastino testicular e
também dividindo o testiculo em lobulos. Este o6rgdo ¢ constituido por dois
compartimentos: o tubular e o intertubular. O compartimento intertubular ¢ constituido
de vasos sangiiineos e linfaticos, nervos, células e fibras do tecido conjuntivo,
macrofagos, mastocitos e células de Leydig, sendo estas responsaveis pela fungao
endocrina do testiculo. No compartimento tubular, responsavel pela producao de
espermatozodides, encontram-se os tibulos seminiferos, os quais se conectam por meio
de suas extremidades a rete testis, localizada na regido do mediastino testicular. Os
tubulos seminiferos sdo constituidos, da por¢do externa para interna, de tunica propria,
epitélio seminifero e lume. Na tinica propria sdo observadas as células midides ou
peritubulares, a membrana basal e fibras colagenas. Dois tipos celulares de origens
diferentes estdo presentes no epitélio seminifero: as células de Sertoli de origem
somatica e as células germinativas ou espermatogénicas. No lume tubular encontram-se
o fluido secretado pelas células de Sertoli e os espermatozoides (RUSSELL et al, 1994).

O compartimento mais volumoso no parénquima testicular das diversas espécies
de mamiferos ja estudadas ¢ o tubular. Em animais sexualmente maduros, as células
espermatogénicas estdo agrupadas em uma ordem crescente de desenvolvimento no
tubulo seminifero, tendo como origem as células mais proximas a lamina basal do
tubulo seminifero, as espermatogdnias, passando para um estagio de espermatdcitos,
espermatides e culminando nos espermatozoides no lumen do tibulo. Os diferentes
grupamentos celulares ndo estdo ao acaso, mas sim numa série bem definida de
associacoes celulares ou estadios. Estes estadios se sucedem numa determinada area do
epitélio seminifero, com o decorrer do tempo. Esta seqiiéncia, assim ordenada, constitui
o processo denominado ciclo do epitélio seminifero (CES) (LEBLOND &
CLERMONT, 1952; SWIERSTRA, 1968; ORTAVANT et al., 1977; RUSSELL et al.,
1991). Entre os métodos utilizados para se estudar os estadios do ciclo do epitélio
seminifero, o mais empregado nos animais domésticos ¢ aquele baseado na forma e na
localizag@o dos nticleos das espermadtides e na presenca de figuras de divisdes meidticas

(ROOSEN-RUNGE & GIESEL Jr., 1950; COUROT et al., 1970; ORTOVANT et al.,
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1977; GUERRA, 1983; FRANCA, 1991), método este designado como da morfologia
tubular por BERNDTSON (1977).

O estudo quantitativo das células que compdem o epitélio seminifero ¢ essencial
para o entendimento do processo espermatogénico em si, possibilitando valiosas
correlagcdes com achados fisiologicos e bioquimicos (ROOSEN-RUNGE & GIESEL Jr.,
1950; WING & CHRISTENSEN, 1982; RUSSEL et al., 1991 e 1993; FRANCA et al.,
1994 e 1995). Assim, além de permitir a determinagdo do rendimento intrinseco do
processo espermatogénico (BERNDTSON & DESJARDINS, 1974; CARDOSO &
GODINHO, 1985; FRANCA et al., 1991), a avaliagdo histoloégica quantitativa dos
testiculos torna também possivel a verificacdo de normalidade ou nao da
espermatogénese, a observacdo do tipo celular que estd sofrendo degeneragdo, ou
mesmo se ocorre degeneracdo (AMANN, 1981; FRANCA, 1991; RUSSEL et al., 1991
e 1993; FRANCA et al. 1994).

O rendimento intrinseco da espermatogénese baseia-se nas razdes entre os
diferentes tipos de células germinativas. Este constitui uma maneira bastante acurada de
se analisar a eficiéncia do processo espermatogénico. Esta abordagem, na realidade,
permite comparagdes entre diferentes espécies (PAULA, 1999). Classicamente, trés
indices avaliando as diferentes fases da espermatogénese sdo utilizados: o coeficiente de
eficiéncia de mitoses espermatogoniais, o qual quantifica o grau de perdas celulares na
fase espermatogonial ou proliferativa, estimando as degeneragdes que ocorrem nas
divisdes celulares de espermatogdnias do tipo A; até a formacgdo de espermatocitos
primarios em pré-leptoteno; o rendimento meidtico que avalia a eficiéncia das duas
divisdes meioticas; e o rendimento geral da espermatogénese, no qual a eficiéncia do
processo espermatogénico (de A; até espermadtides arredondadas) ¢ investigada como
um todo.

A eficiéncia do processo espermatogénico tem sido estudada em varias espécies
silvestres, com interesse comercial ou conservacionista, como na capivara, cateto, lobo
guard, jaguatirica, ong¢a pintada, onga parda e cachorro do mato (PAULA et al., 1999;
GUIAO LEITE, 2002;COSTA et al., 2004; AZEVEDO et al., 2006; SARTI, 2006;
BITTENCOURT et al., 2007; CALDEIRA, 2007). Atualmente a paca (Cuniculus paca
Linnaeus 1766), apresenta-se fora do risco de extingdo segundo o Conservation on
International Trade in Endangered Species (CITES, 2008), mas esta situa¢do ndo ¢
estavel visto a continuidade do desmatamento do habitat natural dessa espécie associado

a sua caga ilegal (NOWAK, 1999; TUCN, 2008). Assim, um maior conhecimento a
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respeito da biologia reprodutiva e o conseqiiente desenvolvimento de protocolos de
reproducgao assistida para esta espécie serao de grande valia para sua conservagao e para
0s inumeros criatdrios comerciais implantados no Brasil nos ultimos anos.

Os poucos trabalhos existentes sobre a morfofisiologia da reprodu¢do em pacas,
em sua maioria, fazem apenas uma abordagem dos aspectos relacionados com a
morfologia dos orgaos reprodutivos (MATAMOROS, 1981; PASHOV &
MATAMOROS, 1984; URENA et al. 1988). Em relagdo ao estudo de caracteristicas
fisicas e morfologicas do sémen os resultados sdo ainda preliminares (MACHADO &
OHASHI, 1996).

Neste sentido, o objetivo deste trabalho foi estabelecer os rendimentos intrinsecos
das diferentes fases do processo espermatogénico de pacas adultas (Cuniculus paca
Linnaeus 1766) por meio do levantamento da populacao celular do tubulo seminifero no

estadio 1 do ciclo do epitélio seminifero.

4.2- Material e Métodos

Foram coletados fragmentos testiculares de cinco pacas (Cuniculus paca) adultas
provenientes do Centro de Triagem de Animais Silvestres da Universidade Federal de
Vicosa e do criatério comercial “Fazenda Um Sonho a Mais”, localizado no municipio
de Carangola-MG. Todos os procedimentos realizados nesta pesquisa foram
devidamente autorizados pelo Instituto Brasileiro de Meio Ambiente e dos Recursos
Naturais Renovaveis — IBAMA (licenca 062/05 NUFAS/MG) e pelo Comité de Etica
para Uso de Animais da UFV (processo n°® 09/2008).

Para o procedimento de coleta, os animais passaram por jejum de 12 horas, sendo
apds esse periodo contidos fisicamente com auxilio de puca e anestesiados com
aplicacdo intramuscular de cloridato de quetamina (10 mg/kg) associado ao cloridrato
de xilazina (1 mg/kg). Os animais foram entdo pesados, preparados para hemicastracao,
por técnica aberta convencional e para tal foram feitas tricotomia e anti-sepsia local do
escroto. A tlnica fibrosa e a pele foram suturadas individualmente com pontos simples
separados, utilizando fio absorvivel sintético poliglactina 910 (Vicril©, 3-0 — Ethicon).
Ao final do procedimento, cada animal foi medicado com agentes antiinflamatorios
(Flunixin Meglunime, Banamine — Schering-Plough S/A, 1,1 mg/kg de peso) e
antibioticos (penicilina, 20.000 Ul/kg de peso). Apds a remogdo do testiculo direito ou

esquerdo, juntamente com o respectivo epididimo, o mesmo foi dissecado, pesado em
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balanga de precisdo de 0,001 g, teve sua albuginea perfurada em pontos equidistantes
com agulha hipodérmica e entdo imerso em solucao fixadora de Karnovisky (aldeido
glutarico 4% + paraformaldeido % em tampao fosfato 0,1M pH 7,4), em temperatura
ambiente, por 24 horas, sendo posteriormente armazenado sob refrigeracdo, no mesmo
tampao, até o processamento histologico.

Os testiculos foram dissecados para coleta de fragmentos destinados ao
processamento histolégico e para separacdo do mediastino e albuginea testiculares,
submetidos a pesagem. O volume do parénquima testicular foi calculado subtraindo-se
do peso testicular o peso da albuginea e do mediastino. Uma vez que a densidade do
testiculo ¢ muito proxima de 1,0 (JOHNSON et al., 1981) o peso testicular foi
considerado como volume. O peso do testiculo contralateral foi considerado igual ao do
testiculo coletado, uma vez que ndo se observa diferengas significativas entre estes
orgaos de antimeros opostos (FRANCA & RUSSELL, 1998; MASCARENHAS et al.,
2006).

Os fragmentos coletados de cada testiculo foram desidatrados em bateria de
etanol em concentragdes crescentes, infiltrados em dois banhos de resina plastica a base
de glicol metacrilato (Historesin, Leica Instruments) e incluidos na mesma resina
adicionada de endurecedor (dimetil sufoxido), conforme recomendagdo do fabricante.
Foram realizados cortes seriados de 4,0 um de espessura em micrétomo rotativo dotado
de navalhas de vidro, que posteriormente foram corados com azul de toluidina borato
de sodio a 1,0 %. Todo o processamento histologico foi realizado no Laboratorio de
Biologia Estrutural do Departamento de Biologia Geral da UFV.

Para a estimativa da populacdo das diferentes geracdes das células germinativas,
os seguintes tipos celulares foram contados, ao longo do epitélio seminifero, em 10
seccoes transversais do estddio 1 do ciclo do epitélio seminifero: espermatogdnias do
tipo A (A), espermatdcitos primarios em pré-leptoteno/leptdteno (PL/L), espermatdcitos
primarios em paquiteno (PQ), espermatides arredondadas (Ar) e células de Sertoli (CS).
A contagem obtida foi corrigida para a espessura do corte histologico e didmetro
nuclear médio, utilizando-se a férmula de ABERCROMBIE (1946) modificada por
AMANN (1962). Para tal, foi realizada a mensuracao do didmetro de dez nucleos das
células germinativas, com auxilio de microscopio de luz em aumento de mil vezes, com
uma ocular micrométrica acoplada. Uma vez que as células de Sertoli possuem nticleo
irregular, a contagem, bem como a corre¢do foram realizadas baseando-se no aparente

nucléolo caracteristico desta célula.
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O rendimento intrinseco da espermatogénese foi determinado baseando-se nas
razoes encontradas entre os numeros celulares corrigidos, obtidos no estadio 1 do ciclo
do epitélio seminifero. As seguintes razdes foram calculadas: coeficiente de eficiéncia
de mitoses espermatogoniais (PL/L:A), rendimento meidtico (Ar:PQ), rendimento geral
da espermatogénese (Ar:A) e ocorréncia de perdas celulares durante a profase meiotica
(PL/L:PQ) (COSTA et al., 2004).

O estudo das razdes entre numeros de células da linhagem espermatogénica e de
células de Sertoli no estadio 1 do ciclo do epitélio seminifero (indice de célula de
Sertoli) abrangeu as razdes que se seguem: A:CS, PL/L:CS, PQ:CS, AR:CS e total de
células germinativas:CS.

Os dados obtidos foram analisados por estatistica descritiva (média e desvio-

padrao) empregando-se o programa Excell for Windows XP (2001).

4.3- Resultados e discussao

O epitélio seminifero de pacas adultas, assim como nos demais mamiferos ja
estudados ¢ caracterizado pela presenga de geracdes celulares em fases distintas de seu
desenvolvimento, arranjadas em camadas ao longo do epitélio. Neste sentido, células
das camadas basais, a medida que se desenvolvem migram em direcdo ao lumen
tubular, enquanto novas geragdes sdo formadas em seu lugar. Assim, mantém-se uma
organizacdo de tal magnitude que apenas oito arranjos distintos sdo observados. Esta
organizagdo ocorre gracas a célula de Sertoli, que tem fun¢des tdo variadas quanto:
regular o nimero produzido pelas mitoses espermatogoniais; acompanhar o processo
meidtico eliminando células danificadas; suprir as necessidades fisioldgicas do processo
espermiogénico. Notavelmente, todas estas fungdes ocorrem simultaneamente nas
diferentes camadas de distintas geragdes germinativas. Desta forma, a estimativa
populacional destas diferentes, porém interligadas, geracdes de células germinativas
permite o acompanhamento geral de todo o processo espermatogénico.

Os numeros médios brutos e corrigidos das populacdes das diferentes células
espermatogénicas e de Sertoli, em secgdes transversais de tubulos seminiferos no
estadio 1 do ciclo do epitélio seminifero, em pacas encontram-se apresentados na

Tabela 1.
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Tabela 1.Populagdes dos diferentes tipos celulares no estadio 1 do ciclo do epitélio

seminifero de pacas adultas, em valores brutos e corrigidos

Tipo celular n° brutos *n° corrigidos
Células de Sertoli 4,40 + 0,08 3,36 + 0,07
EspermatogoOnias A 4,03 +0,08 2,19+ 0,04
Espermatocitos I em pré- 37,43+ 1,01 18,60 + 0,49
Espermatocitos I em paquiteno 38.47+1,17 17,61 + 0,47
Espermatides arredondadas 75,78 +£ 1,48 43,36 + 0,99

* Valores corrigidos segundo AMANN (1962)

Na camada basal do epitélio seminifero encontra-se a primeira geracao de células
germinativas, que se apresentam em franco processo de divisdes mitoticas para a
formacgdo dos espermatdcitos primarios. Durante o estddio 1 esta geragdo ¢ observada
como espermatogonias do tipo A. O nimero médio corrigido destas células a cada
seccdo transversal de tubulos seminiferos no estadio 1 do ciclo do epitélio seminifero
em pacas foi muito proximo do relatado em capivaras, cutias e cobaios (PAULA et al.,
1999; ASSIS-NETO, 2003; ROMANO et al, 2002), outros trés integrantes da
superfamilia Cavioidea. Nos proximos ciclos estas populacdes basais dardo origem aos
espermatocitos primarios para inicio da longa fase da profase meiotica, tdo longa que
duas geragdes de espermatdcitos primarios podem ser observadas no estddio 1, uma
delas ainda como pré-leptotenos/leptdtenos e uma segunda ja como paquitenos. Os
nimeros médios corrigidos encontrados para estas populagdes, em secgdes transversais
de tibulos no estadio 1 do CES em pacas, foram, respectivamente, trés e duas vezes
maiores do que o observado em cutias (ASSIS-NETO, 2003) mas semelhante quando
comparado com capivaras e cobaios (PAULA et al, 1999; ROMANO et al, 2002).

As divisdes meiodticas em si sdo rdpidas e ocorrem durante um unico ciclo
epitelial, tanto que na camada superior do estadio 1 do CES ja se observam a geragao
de espermatide derivada do ciclo anterior. Quando se analisam os numeros corrigidos
das espermatides arredondadas por seccdo transversal de tubulo seminifero em pacas,
neste estddio, percebe-se que os valores sdo semelhantes aos encontrados na cutia
(ASSIS-NETO, 2003), enquanto os valores populacionais em capivaras sao
aproximadamente 75 % do valor das outras duas espécies (PAULA et al., 1999) e o do
cobaio ¢ aproximadamente 30 % superior (ROMANO et al., 2002). A populagdo de
células de Sertoli de pacas foi cerca de trés vezes menor que o observado em cutias,

aproximadamente a metade do observado em capivaras e 75 % dos valores observados
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em cobaios (PAULA et al., 1999; ROMANO et al., 2002; ASSIS NETO et al., 2003).
As razdes entre os numeros corrigidos de células germinativas por secc¢do
transversal de tiibulo seminifero no estddio 1 do ciclo do epitélio seminifero encontram-
se apresentadas na Tabela 2. Percebe-se que cada espermatogonia do tipo A, no inicio
do processo espermatogénico de pacas adultas, produzira cerca de oito espermatocitos
primarios em pré-leptoteno/leptoteno, aptos a ingressarem na profase meiodtica. E
possivel ainda a observa¢do de que ndo houve perdas significativas durante a profase
meidtica, ou seja, a populacdo de espermatdcitos primarios se manteve constante
durante esta fase (Tabela 2). Na maioria das espécies estudadas at¢ o momento também
ndo ocorrem perdas significativas durante a profase meidtica (BERNDTSON e
DESJARDINS, 1974, GODINHO ¢ CARDOSO, 1979, COSTA ¢ PAULA, 2003). As
perdas normalmente observadas nas diferentes fases do processo espermatogénico
referem-se a um mecanismo coordenado pelas células de Sertoli que visa a adequagdo
por meio de apoptoses induzidas, para a sua capacidade suporte (SHARPE, 1994). O
rendimento meiotico, por sua vez, foi de 61,5% do valor teoricamente esperado, caso

nao houvesse perdas durante o processo espermatogénico.

Tabela 2. Razdes entre numeros corrigidos de células germinativas por secgdo

transversal de tibulo seminifero, no estddio 1 do ciclo do epitélio seminifero de pacas

adultas.
Tipos celulares Razdes
Espermatogonia A: Espermatdcitos I PL/L 1:8,49
Espermatoécitos I PL/L : Espermatocitos I PQ 1:1,05
Espermatocitos I PQ : Espermatides Ar 1:2,46
Espermatogonias A : Espermatides Ar 1:19,80

O rendimento geral da espermatogé€nese ¢ calculado com base no numero de
espermatides arredondadas computadas no estadio 1 do CES, uma vez que ndo sao
observadas perdas significativas durante a espermiogénese (RUSSELL &
PETERSON,1984). Assim, o numero de espermatides arredondadas, e
consequentemente de espermatozoides resultantes de cada espermatogonia do tipo A,
foi de aproximadamente 20 células na paca adulta.

A interpretacdo do resultado do coeficiente de eficiéncia das mitoses

espermatogoniais (PL/L:A) depende diretamente do numero de geragdes de
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espermatogonias que a espécie possui. Entre as espécies em que ja se conhece o numero
de geragdes de espermatogdnias diferenciadas, a maioria possui seis geracoes deste tipo
celular, exce¢do seja feita aos eqiiinos e coelho que possuem cinco (CLERMONT,
1972; FRANCA e RUSSELL, 1998). Caso as pacas também possuissem seis geracdes
espermatogoniais, uma espermatogénia do tipo A; produziria 64 espermatocitos
primarios em pré-leptoteno/leptoteno, considerando que o rendimento destas divisdes
mitdticas fosse 100 %. Nesse sentido, 8,49 células (Tabela 2) representariam apenas
13,3% do numero teoricamente esperado, ou seja, estaria havendo uma perda de
aproximadamente 86,7% durante esta fase. Apesar de baixo, esse valor representa mais
de trés vezes do valor relatado para cutia (ASSIS NETO et al., 2003). Normalmente, ¢
durante as mitoses espermatogoniais que ocorrem as maiores perdas celulares do
processo espermatogénico. Essas perdas usualmente variam de 60 a 90% na maioria dos
animais (ROOSEN-RUNGE , 1973; FRANCA e RUSSELL, 1998, COSTA & PAULA,
2003).

O rendimento meidtico indicou que cada espermatdcito primario em paquiteno
gerou, em média, 61,5 % do valor teoricamente esperado de espermatides arredondadas
(1:4), caso ndo houvesse perdas nesta fase. Valor muito préximo foi observado em
capivaras (PAULA et al.,, 2002). Normalmente as perdas durante essa fase sdo um
pouco inferiores nos animais domésticos (10 a 30 %; FRANCA e RUSSELL, 1998). O
rendimento geral da espermatogénese de pacas também foi baixo e muito semelhante ao
observado em cutias (ASSIS NETO et al., 2003) e capivaras (PAULA et al., 2002),
ficando cerca de duas a quatro vezes mais baixo do que o observado para a maioria dos
animais domésticos e animais de laboratério (FRANCA e RUSSELL, 1998). Entretanto,
deve-se ressaltar que em todos os mamiferos ja estudados, apenas 15 % a 30 % dos
espermatozdides teoricamente esperados sdo produzidos (HUCKINS, 1978; FRANCA e
RUSSELL, 1998). Portanto as perdas celulares sio um componente integral do processo
espermatogénico normal.

Na Tabela 3 encontram-se as razdes entre os nimeros de células de Sertoli e de
células da linhagem espermatogénica em secgdes transversais de tubulos seminiferos no

estadio 1 do ciclo do epitélio seminifero.
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Tabela 3.Razdes entre os numeros corrigidos de células germinativas e de células de

Sertoli, no estadio 1 do ciclo do epitélio seminifero, em pacas adultas.

Tipos celulares Razdes

Células de Sertoli : Espermatogonias A 1:0,65

Células de Sertoli : Espermatocitos I PL/L 1:5,54

Células de Sertoli : Espermatocitos I PQ 1:5,24

Células de Sertoli : Espermatides Ar 1:12,90

Células de Sertoli : Total de células 1:24,36
germinativas

PL/L = pré-leptoteno e leptoteno; PQ = paquiteno; Ar = arredondadas

As razdes entre o numero de células de Sertoli e de células germinativas, em
secgOes transversais de tibulos seminiferos, podem ser interpretadas como sendo a
capacidade de suporte das células de Sertoli (RUSSELL e PETERSON, 1984), ou seja,
o nimero de células germinativas que cada célula de Sertoli pode dar suporte estrutural
e nutricional, sendo portanto, um indicativo da eficiéncia funcional destas ultimas
(FRANCA e RUSSELL, 1998). O equilibrio entre proliferacao e apoptose desempenha
papel muito importante na regulagdo do nimero de células espermatogénicas no epitélio
seminifero. Particularmente na fase espermatogonial, o mecanismo homeostatico de
regulagdo de apoptoses ¢ considerado densidade-dependente, limitando a quantidade de
células germinativas que entram na fase meidtica a um nimero que possa ser suportado
pelas células de Sertoli disponiveis (HUCKINS, 1978, DE ROOIJ, 1998). Nos animais
desta pesquisa cada célula de Sertoli foi capaz de suportar trés vezes mais espermatides
arredondadas do que a capacidade de suporte observada em cutias e duas vezes mais do
observado em capivaras (PAULA et al, 1999; ASSIS NETO et al., 2003) sendo
invariavelmente mais alto que os valores relatados para a maioria dos animais
domésticos (FRANCA e RUSSELL, 1998). Seguindo as tendéncias até agora relatadas,
as razdes entre células de Sertoli e espermatocitos primarios em pré-leptoteno/leptoteno,
paquitenos e total de células espermatogénicas de pacas adultas, foram bem superiores
ao relatado para cutias e capivaras, evidenciando a maior eficiéncia funcional das
células de Sertoli de pacas, em relagdo a esses membros da superfamilia Cavioidae

(PAULA et al., 1999; ASSIS NETO et al., 2003).
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4.4 — Conclusdes

A populagdo das diferentes células germinativas de pacas, em sec¢des transversais
do tibulo seminifero no estaddio 1 do ciclo de epitélio seminifero, se apresentaram
dentro do intervalo observado na superfamila Cavioidea. J4 a célula de Sertoli
apresentou uma populagao inferior ao relatado nas diferentes espécies da superfamilia
Cavioidea. Desta forma, quanto a capacidade de suporte das células de Sertoli, os
valores registrados em pacas foram maiores do que os relatados em outras espécies de
roedores silvestres e principalmente das diversas espécies de mamiferos domésticos ja
estudados, indicando uma grande eficiéncia destas células na paca.

Observou-se que o processo de mitoses espermatogoniais pode apresentar uma
perda de 86,7 % caso as pacas possuam seis geracdes espermatogoniais. O rendimento
meidtico e o rendimento geral da espermatogénese demonstraram, respectivamente,
uma perda de 38,5 % ¢ 93 % do valor total teoricamente estimado, estando dentro da

amplitude observada para os demais mamiferos estudados.
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50 - ORGANIZACAO E QUANTIFICACAO DOS COMPONENTES DO
ESPACO INTERTUBULAR EM PACAS (Cuniculus paca, Linnaeus 1766)
ADULTAS

Resumo

No presente trabalho objetivou-se o estudo quantitativo dos componentes do
espaco intertubular e a descri¢do do seu arranjo no testiculo de pacas adultas. O espago
intertubular é composto por células e fibras conjuntivas, leucdcitos, vasos sanguineos e
linfaticos, juntamente com as células de Leydig, sendo estas diretamente responsaveis
pela funcdo enddcrina do testiculo. Essas células t€ém como principal produto a
testosterona, hormonio responsavel pelo desenvolvimento das caracteristicas sexuais
secundarias em machos e implicada no processo espermatogenico. A propor¢ao € o
arranjo dos componentes intersticiais variam entre as espécies de mamiferos estudadas,
formando mecanismos que mantém o nivel de testosterona em concentragdes maiores
no fluido intersticial do que nos vasos sanguineos testiculares, assim como na circulagao
periférica. O peso médio encontrado para o parénquima testicular foi de 8,6 g, sendo
que 9,13 % deste peso correspondem ao espago intertubular, na propor¢ao de 5,7 % de
tecido conjuntivo, 2,62 % células de Leydig, e 0,8 % de vasos sanguineos e linfaticos. A
organizagdo dos componentes do espago intertubular na paca a classifica como padrao
tipo I, segundo a literatura. Os estudos morfométricos da célula de Leydig revelaram
que seu didmetro nuclear médio foi de 7,52 pm e seu volume nuclear de 222 pum?®. As
proporcoes de nucleo e citoplasma dessa célula sdo respectivamente 36,32 % e 63,68 %.
A partir desses dados foi possivel calcular o volume da célula de Leydig, sendo este em
média 690 pm? na paca adulta. Relacionando-se o volume individual desta célula com o
volume total ocupado pelo seu conjunto nos testiculos pode-se estimar uma populagao
total de 655,980 milhdes de células de Leydig, correspondendo a uma média de 38
milhdes de células de Leydig por grama de testiculo. Na paca adulta cerca de 0,007 %

do peso corporal estd alocado exclusivamente em células de Leydig.

Palavras-chave: Espaco intertubular, paca, Cuniculus paca, célula de Leydig, indice

leydigossomatico.
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ORGANIZATION AND QUANTIFICATION OF THE COMPONENTS OF THE
INTERTUBULAR SPACE IN ADULT PACAS (CUNICULUS PACA, LINNAEUS
1766).

Abstract

This paper aims towards a quantitave study of the components of the intertubular
space and the description of its layout in testicles of adult pacas. The intertubular space
is comprised of conjunctive fibers and cells, leucocites, lymphatic and blood vessels,
along with Leydig cells, which are directly responsible to the testicle’s endocrinal
function. These cells’ main product is testosterone, the hormone responsible for
developing secondary sexual characteristics in males and implicated in the
spermatogenic process. The proportion and layout of the interstitial components vary
among the studied mammal’s species, forming mechanisms that keep the testosterone
level in greater concentrations in the interstitial fluid than in the testicular blood vessels,
as well as in the peripheral circulation. The average weight found for the testicular
parenchyma was 8.6 g, of which 9.13 % correspond to the intertubular space, in the
proportion of 5.7 % of conjunctive tissue, 2.62 % Leydig cells and 0.8 % lymphatic and
blood vessels. The organization of the components in the intertubular space in pacas
categorizes them as pattern type-1, according to literature. The morphometric studies of
the Leydig cell revealed that its average nuclear diameter is of about 7.52 um and its
nuclear volume is 222 um?. The proportions of nucleus and cytoplasm of this cell are,
respectively, 36.32 % and 63.68 %. These data made it possible to calculate the volume
of the Leydig cell: 690 um? in average in an adult paca. Crossing these data, i.e. the
individual volume of this cell and the total volume occupied by its conjunct in testicles,
it is possible to estimate a total population of 655980 million Leydig -cells,
corresponding to an average of 38 million Leydig cells per testicle gram. In the adult

paca, approximately 0.007 % of its body weight is placed exclusively in Leydig cells.

Keywords: Intertubular space, paca, Cuniculus paca, Leydig cell, Leydigosomatic

index.
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5.1- Introducao

O testiculo dos mamiferos ¢ dividido funcionalmente em dois compartimentos
basicos: o tubular e intertubular. O primeiro ¢ formado pelos tabulos seminiferos,
responsaveis pela produgdo de espermatozoides, enquanto que o segundo representa a
por¢do enddcrina funcional do testiculo. E bastante variavel a propor¢do entre estes
compartimentos, sendo um dos principais fatores responsaveis pelas diferencas
observadas na eficiéncia da produgdo espermatica nas diversas espécies de mamiferos
(FRANCA & RUSSELL, 1998). Nas espécies domésticas estudadas o compartimento
tubular corresponde a maior parte do parénquima testicular (FRANCA & RUSSELL,
1998).

O compartimento intertubular, ou intertibulo, ¢ composto por vasos sanguineos,
vasos linfaticos, nervos, uma popula¢do variada de células que inclui fibroblastos,
macrofagos e mastocitos e células de Leydig (RUSSELL, 1996). Estas ultimas sdo o
principal componente celular do compartimento intertubular (HOOKER, 1970). Uma
grande variagdo no percentual volumétrico e no arranjo entre os componentes do
intertibulo € observada entre as diferentes espécies de mamiferos ja estudadas. Segundo
FAWCETT et al. (1973), estes diferentes arranjos podem ser definidos em trés
diferentes padrdes, de acordo com a profusdo e localizagdo da drenagem linfatica, aliada
a uma varidvel quantidade de células de Leydig e tecido conjuntivo frouxo no espago
intertubular. Apesar do pouco conhecimento a respeito das implicagdes fisioldgicas
destas variagdes, FAWCETT et al. (1973) especularam que as mesmas provavelmente
estariam relacionadas com a habilidade dos vasos linfaticos de mover para fora dos
testiculos substancias vascularmente secretadas, além de manter as concentracoes
adequadas de andrégenos no testiculo e nos vasos sanguineos.

De modo geral, os roedores apresentam o padrao do tipo I descrito por FAWCETT
et al. (1973), onde pequena quantidade de células de Leydig e os vasos sangiiineos
encontram-se separados dos tibulos seminiferos por um espago linfatico bem
desenvolvido. Este espaco linfatico é revestido pela camada endotelial visceral, a qual
envolve as células de Leydig e os vasos sangiiineos, e pela camada parietal que se
encontra em contato com a tinica prépria dos tibulos seminiferos.

Nao se sabe ainda a razdo da enorme variacao populacional das células de Leydig
entre individuos de espécies diferentes e mesmo entre individuos da mesma espécie.

Dentre os inumeros fatores que podem influenciar na quantidade de células de Leydig
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por animal, estdo: a quantidade de hormdnio luteinizante (LH) disponivel; o nimero de
receptores de LH por células; a quantidade de testosterona que a célula de Leydig ¢
capaz de secretar por unidade de tempo; a velocidade pela qual a testosterona deixa o
testiculo via vasos linfaticos, vasos sangiiineos e fluido seminal; o volume sangiiineo do
animal e¢ a taxa de metabolismo da testosterona (RUSSELL et al., 1994; RUSSELL,
1996). No entanto, estudos correlacionando a estrutura e a fungao das células de Leydig
em varias espécies de mamiferos mostraram que variacdes na secre¢do de testosterona
resultam mais da capacidade individual desta célula em secretar testosterona do que de
diferengas do volume total das mesmas no testiculo (EWING et al.,, 1979). Esta
capacidade esta altamente associada com a quantidade de reticulo endoplasmatico liso
presente na célula de Leydig (ZIRKIN et al., 1980).

O estudo das caracteristicas morfofuncionais do espaco intertubular de uma
espécie, principalmente em seus aspectos basicos, sdo de grande importancia, visto as
contribui¢des para o desenvolvimento de biotécnicas aplicadas a reprodugdo, que
podem gerar maiores resultados quando aplicadas a estudos visando a producao
comercial ou a conservac¢do de uma espécie.

Tais técnicas podem vir a ser de grande ajuda em estudos conservacionistas da
paca, que apesar de se encontrar em baixo risco de extingdo, de acordo com o
Conservation on International Trade in Endangered Species (CITES, 2008), apresenta
um futuro incerto, visto a continuidade do desmatamento do seu habitat natural
associado a sua caca ilegal (NOWAK, 1999; TUCN, 2006). Esses estudos também
podem auxiliar na producao comercial de pacas, visto grande interesse comercial pela
sua carne, considerada de 6tima qualidade (STRADIOTTTI, 2006).

Assim, o presente trabalho teve como objetivos caracterizar e classificar o espago
intertubular do testiculo de pacas adultas (Cuniculus paca, Linnaeus, 1766), quantificar
os diferentes constituintes do espago intertubular e determinar a populacdo de células de

Leydig por unidade de massa testicular, relacionando seu volume com a massa corporal.

5.2- Material e Métodos

Para a realizacdo desse trabalho foram realizados cinco procedimentos de
hemicastragdo em pacas (Cuniculus paca, Linnaeus 1766), para a confecgdo de laminas
histolégicas. Os cinco animais utilizados foram devidamente autorizados pelo Instituto

Brasileiro de Meio Ambiente e dos Recursos Naturais Renovaveis — IBAMA (licenca

50



062/05 NUFAS/MG) e pelo Comité de Etica para Uso de Animais da UFV (processo n°
09/2008). Quanto a origem dos animais utilizados, quatro pertenciam ao criatorio
comercial legalizado “Fazenda Um Sonho a mais”, localizado no municipio de
Carangola — MG, e um destes ao Centro de triagem de Animais silvestres da
Universidade Federal de Vigosa.

Previamente aos procedimentos de coleta os animais passaram por jejum de 12
horas para, apds esse periodo, serem contidos fisicamente e receberem a aplicagdo
intramuscular de uma associacdo anestésica de cloridrato de quetamina (10 mg/kg) e
cloridrato de xilazina (1 mg/kg). Com os animais anestesiados foram aferidos o peso de
cada animal assim como foram feitas palpagdes dos testiculos para se averiguar a
integridade destes.

A hemicastracdo foi realizada pela técnica de rotina e ap6s o testiculo coletado foi
isolado do epididimo, teve a albuginea perfurada em varios pontos e foi imerso em
solugdo fixadora de Karnovsky (Paraformoldeido 4% e aldeido glutarico (Merck®) 4%
em tampao fosfato 0,1M pH 7,4) a temperatura ambiente, ficando posteriormente,
armazenado sob refrigeragdo, no mesmo tampao, até o processamento histoldgico. No
final do procedimento, cada animal foi medicado com agentes antiinflamatdrios
(Flunixin Meglunime, Banamine — Schering-Plough S/A, 1,1 mg/kg de peso) e
antibioticos (penicilina, 20.000 Ul/kg de peso).

Os testiculos recolhidos foram pesados em balanga de precisdo e apos dissecagdo
foram pesados separadamente o epididimo, mediastino e albuginea de cada testiculo.
Uma vez que a densidade do testiculo ¢ muito proxima de 1,0 (JOHNSON et al., 1981),
o volume do testiculo removido foi considerado como sendo igual ao seu peso. Para o
calculo do peso total dos testiculos de cada animal, o peso do testiculo contralateral foi
considerado igual ao peso do testiculo coletado, uma vez que nos animais ja estudados
nenhuma variagao significativa é observada entre o peso do testiculo direito e esquerdo
(FRANCA & RUSSELL, 1998; MASCARENHAS et al.,2006). O volume do
parénquima testicular foi calculado subtraindo-se do peso testicular o peso da albuginea
e o mediastino. Embora parénquima testicular ndo seja um termo totalmente adequado
para citar o testiculo desprovido de albuginea e mediastino testiculares este ¢
amplamente mencionado na literatura (BERNDTSON, 1977; JOHNSON et al., 1981;
RUSSEL et al. 1990; JOHNSON et al., 2000)

Foram coletados fragmentos de cada testiculo para o processamento histolégico.

Esses foram desidatrados em bateria de alcoois em concentragdes crescentes e
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infiltrados em dois banhos de resina plastica a base de glicol metacrilato (Hystoresin,
Leica Instruments) e incluidos na mesma resina adicionada de endurecedor (dimetil
sufoxido), conforme recomendagdo do fabricante. Foram realizados cortes de 4,0 pm de
espessura em microtomo rotativo com de navalhas de vidro, e posteriormente foram
corados com azul de toluidina e borato de s6dio a 1,0 %. Todo o processamento
histolégico foi realizado no Laboratorio de Biologia Estrutural do Departamento de
Biologia geral da UFV.

O célculo da propor¢ao volumétrica dos componentes do parénquima testicular foi
feito fotografando-se 20 campos, em aumento de 200 vezes, escolhidos ao acaso por
meio de varredura horizontal dos cortes histologicos. Foi sobreposta as imagens uma
graticula com 432 intercessoes consideradas como pontos. Foram computados os pontos
coincidentes com os tibulos seminiferos, nucleos de células de Leydig, citoplasma de
células de leydig, tecido conjuntivo e vasos (sanguineos e linfaticos), perfazendo um
total de 8640 pontos computados por animal. A partir da propor¢do encontrada dos
componentes do parénquima testicular foi possivel calcular do volume de cada um.

Para a estimativa das dimensdes volumétricas da célula de Leydig foi realizada a
mensuracdo do didmetro de dez niicleos dessas, com auxilio de microscopio de luz em
aumento de mil vezes, com uma ocular micrométrica acoplada. A contagem obtida foi
corrigida utilizando-se a formula de ABERCROMBIE (1946) modificada por AMANN
(1962). Com o didmetro médio do nucleo das células de Leydig foi calculado o seu
volume, utilizando-se a formula 4/3 & 3, onde r é o raio nuclear médio encontrado. Com
o volume do nucleo obtido e sua propor¢do no volume total da célula de Leydig,
calculou-se o volume de uma célula, inferindo-se este valor ao volume total de células
de Leydig por testiculo, obtendo-se entdo o seu numero por testiculo e,
conseqlientemente, por grama de testiculo.

Os dados apresentados nessa pesquisa estdo em médias e desvios padrio,

calculados a partir da fungao estatistica do programa EXCEL for Windows XP.

5.3- Resultados e discussao

Segundo FAWCETT et al. (1973), a drenagem linfatica, aliada a quantidade de
células de Leydig e tecido conjuntivo frouxo no espago intertubular, nas diferentes
espécies de mamiferos segue, em geral, trés padrdes distintos: 1) espécies nas quais as

células de Leydig e o tecido conjuntivo ocupam uma area muito pequena no
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compartimento intertubular, contrastando com extensos sinusoides ou espagos linfaticos
interpostos aos tibulos seminiferos; 2) espécies que apresentam grupos de células de
Leydig espalhados em abundante tecido conjuntivo frouxo edemaciado, o qual ¢
drenado por um vaso linfatico localizado central ou excentricamente no espago
intertubular; 3) espécies nas quais abundantes grupamentos de células de Leydig
ocupam praticamente todo o compartimento intertubular, apresentando pouco tecido
conjuntivo e vasos linfaticos. Pacas adultas apresentam claramente o padrao do tipo I da
classificagdo de FAWCETT et al. (1973) (Figura 1). E possivel a observar uma pequena
quantidade de células de Leydig que, juntamente com os vasos sangiiineos, encontram-
se separadas dos tubulos seminiferos por um espaco linfatico bem desenvolvido. Este
espago linfatico € revestido pela camada endotelial visceral, a qual envolve as células de
Leydig e os vasos sangiiineos, e pela camada parietal que se encontra em contato com a
tunica propria dos tibulos seminiferos (Figura 1). Todos os demais roedores estudados,
ainda que com pequenas modificagdes, se enquadram também no padrio tipo I da

classificagao segundo FAWCETT et al. (1973).

o

Figura 1 — Tecido intersticial de paca observado emrﬂicroscépio de luz, 420 x.
E = célula endotelial, M = célula mioide, Y = célula de Leydig, V = vaso

sanguineo, L = espago linfatico.
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Os dados de proporg¢do volumétrica dos diferentes componentes do espago
intertubular de pacas adultas encontram-se registrados na Tabela 1. A propor¢ao
volumétrica ocupada pelo tecido conjuntivo associado ao espaco linfatico dos animais
estudados foram os componentes mais abundantes do tecido intertubular, representando,
em média, 5,7 % do parénquima testicular (Tabela 1). Este valor € inferior ao observado
em capivaras (PAULA et al, 2007), outro roedor pertencente a superfamilia Cavioidae.
Quanto a volumetria proporcional dos vasos sanguineos, a paca, apresentou apenas 0,8
% do parénquima testicular alocado em vasos saguineos (Tabela 1), valor bastante
inferior aos 7,4 % observados na capivara (PAULA et al, 2007).

Na maioria dos mamiferos estudados o principal componente do compartimento
intertubular ¢ a célula de Leydig. Na paca a propor¢do volumétrica das células de
Leydig representa cerca de 2,62 % do parénquima testicular (Tabela 1). Segundo
ROMANO et al., 2002, a propor¢ao volumétrica de células de Leydig no parénquima
testicular do cobaio (2,82 %), rato (2,48 %) e gerbil (2,63 %) foram muito proximos ao
observado para pacas adultas, enquanto que no camundongo estes valores sao maiores
chegando a cerca de 4 % do parénquima testicular. Surpreendentemente a capivara
apresenta os maiores valores proporcionais de células de Leydig no parénquima
testicular ja registrado em mamiferos (35 %; ROMANO et al., 2002; PAULA et al,
2007,).

Tabela 1.Dados referentes a propor¢ao volumétrica dos componentes do compartimento

intertubular na paca adulta.

Animal Nucleode  Citoplasma de Total de Tecido Vasos

células de células de células de conjuntivo e sanguineos

Leydig (%) Leydig (%) Leydig (%) espagos (%)

linfaticos (%)

I 0,91 1,94 2,85 5,94 1,19

2 0,79 1,71 2,50 6,13 0,62

3 0,90 1,64 2,54 5,00 0,46

4 0,84 1,75 2,59 5,63 1,00

> 0,80 1,83 2,63 5,78 0,75

Media g5 1,77 2,62 5,69 0,80

dp* 0,05 0,10 0,12 0,38 0,26

*dp = desvio padrao

54



O diametro e volume nuclear médios encontrado para as células de Leydig em
pacas adultas foram de 7,52 pm e 222,86 um’ (Tabela 2). Com os dados da proporg¢do
volumétrica para a célula de Leydig foi possivel estimar a propor¢do entre nucleo e
citoplasma desta, sendo em média 32,36 % correspondente a ntcleo e os 67,64 %
restantes ao citoplasma. A partir desses valores foi possivel o calculo do volume de uma
célula de Leydig de 691 um? (Tabela 2). Valores proximos sao relatados para as células
de Leydig do porco e do carneiro (400 pm’, ALMEIDA, 2002; LUSNTRA &
SCHANBACHER, 1988). Ja em relagdo a outros roedores, o volume celular da célula
de Leydig da paca ¢ metade dos valores registrados para o camundongo e para o cobaio
(1500 pum?* RUSSELL, 1996) e para o rato (1500 um?, RUSSELL & FRANCA, 1995).
Porém quando comparados aos valores reportados para a capivara (2169 um?, COSTA
& PAULA, 2006, o volume médio da célula de Leydig da paca ¢é cerca de trés vezes
menor.

Como ¢ sabido, as células de Leydig sdo as principais responsaveis pela produgao
de esteroides. No entanto, ndo se sabe ainda a razao da enorme variagdo observada para
o percentual ocupado por estas células no testiculo. Estudos correlacionando a estrutura
e a funcdo das células de Leydig em véarias espécies de mamiferos mostraram que
variagdes na secrecdo de testosterona resultam mais da capacidade individual destas
células em secretar testosterona do que de diferencas do volume total das mesmas no
testiculo (EWING et al., 1979). Segundo COSTA & PAULA (2006), uma correlagdo
positiva foi observada entre o volume da célula de Leydig e o nivel de testosterona

circulante em capivaras.

Tabela 2. Valores médios da célula de Leydig para didmetro nuclear, volume nuclear,

propor¢ao nuclear e volume total da célula em pacas adultas.

Parametro Meédia + Desvio padrao
Diametro nuclear (um) 7,52 +0,14
Volume nuclear (um?) 222,86+ 1,26
Proporg¢ao nuclear (% da célula) 32,36 + 1,86
Volume celular (um?) 690,96+ 63,29

N=5
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O volume total médio das células de Leydig, em ambos os testiculos da paca
adulta, foi de aproximadamente 0,45 mL (Tabela 3). No intuito de avaliar a variagao
individual destas células na paca, inferiu-se & massa corporal a propor¢do volumétrica
de células de Leydig, obtendo-se o indice leydigossomatico, que representa o percentual
da massa corporal alocada em células de Leydig. Em pacas estas células ocupam em
média 0,007 % (Tabela 3) do peso corporal com uma amplitude de 0,0045 a 0,008 %
(ILS), sendo este aproximadamente 5 vezes menor que o observado em capivaras (0,037
% COSTA & PAULA, 2006), camundongos e gerbil (ROMANO et al., 2002) e metade
dos valores observados para o rato e para o cobaio (ROMANI et al., 2002).

Observou-se na paca uma quantidade total de células de Leydig de
aproximadamente 656 milhdes, o que representou 36 milhdes de células de Leydig por
grama de testiculo. Embora estando esse valor dentro da amplitude descrita para a
maioria dos mamiferos, entre 20 e¢ 40 milhdes (RUSSELL, 1996, FRANCA &
RUSSELL, 1998), apresenta-se bem menor ao observado na capivara, onde cerca de
126 milhoes de células de Leydig por grama de testiculo foram quantificadas (COSTA
et al,, 2006). A quantidade de células de Leydig parece variar bastante entre os
individuos e entre espécies de mamiferos, ndo sendo esta variacdo encontrada para

outras glandulas enddcrinas (FAWCETT et al., 1973; PAULA, 1999).

Tabela 3. Peso corporal, peso de ambos os testiculos, volume total de células de Leydig
em ambos os testiculos, nimero de células de Leydig em ambos os testiculos, nimero

de células de Leydig por grama de testiculo e indice leydigossomatico, em pacas

adultas.
Parametro Média + desvio padrao
Peso corporal (kg) 6,4+ 1,51

Peso de ambos os testiculos (g) 18,22 + 5,61

Volume total de células de Leydig (ml) 0,44 +0,13
Numero de células de Leydig em ambos os testiculos (106) 655,98 +216,5

Numero de células de Leydig por grama de testiculo (10°) 35,88+ 2,8
Indice Leydigossomatico 0,007 + 0,001

N=5
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5.4- Conclusoes

Por meio do arranjo dos diferentes componentes intertubulares foi possivel o
enquadramento da paca dentro do padrdo do tipo 1 descrito na literatura.

Quanto a propor¢do volumétrica de células de Leydig no parénquima testicular,
a paca encontra-se proximo ao observado para a maioria dos roedores ja estudados,
porém, quanto ao volume individual da célula de Leydig e ao indice leydigossomatico
os valores médios registrados para a paca sdo invariavelmente menores.

O numero de células de Leydig por grama de testiculo da paca encontra-se

dentro da amplitude observada para a maioria dos mamiferos ja estudados.
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6.0 - CONSIDERACOES FINAIS

O objetivo do presente trabalho foi o estudo das caracteristicas morfofisiologicas
do testiculo e do processo espermatogénico em pacas (Cuniculus paca) adultas. Os
resultados obtidos nesta dissertacdo foram agrupados em trés diferentes trabalhos
visando a facilitagdo de sua divulgagdo em revistas e periddicos afins. A partir dos

dados obtidos nos diferentes trabalhos foi possivel concluir:

1- A propor¢ao de massa corporal alocada em testiculos foi de 0,28% na paca, sendo
este valor proximo ao observado em roedores de maior porte, como a capivaras e

castores canadenses.

2- A propor¢do volumétrica de mediastino e albuginea testiculares na paca (5,91%)

encontra-se bem abaixo do observado nas espécies de mamiferos domésticos.

3- A propor¢do volumétrica de tiibulos seminiferos na paca (90.87%) encontra-se entre

os valores mais altos entre os roedores ja estudados.

4- O diametro tubular e a altura do epitélio seminifero foram em média 202,05 um e

63,05 um respectivamente.

5- O comprimento de tibulos seminiferos por grama de testiculo em pacas adultas (29,7

m/g) destaca-se entre os mamiferos ja estudados.

6- O indice tubulossomatico (ITS) da paca (0,24%) se assemelha ao do observado em
espécies monogamicas ou poliginicas, sendo um dos mais baixos dentro da ordem

Rodentia.

7- As células de Leydig e o tecido conjuntivo ocupam uma 4area muito pequena no
compartimento intertubular, contrastando com extensos sinusoéides ou espagos linfaticos

interpostos aos tibulos seminiferos.

8- A propor¢do volumétrica de células de Leydig no parénquima testicular da paca

(2,62%) encontra-se muito préximo ao observado para os roedores ja estudados.
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9- O volume médio total de células de Leydig, em ambos os testiculos foi de 0,44ml.

10- A proporcdo entre nucleo e citoplasma da célula de Leydig da paca foi de

respectivamente 32,36 e 77,64%.

11- O volume individual da célula de Leydig (690um?®) e o indice leydigossomatico
(ILS — 0,007%) na paca sdo invariavelmente menores que dos demais roedores

estudados.

12- A paca apresenta em média 38 milhdes de células de Leydig por grama de testiculo,

valor este dentro do intervalo observado para os mamiferos j4 estudados.

13- A populagdo celular das diferentes células germinativas de pacas, em seccdes
transversais do tibulo seminifero no estadio 1 do CES, se apresentaram dentro do
intervalo observado na superfamilia Cavioidea.

14- A populacdo de células de Sertoli em seccdes transversais do tibulo seminifero no
estadio 1 do CES (3,36 células), estd abaixo dos valores conhecidos para a superfamilia
Cavioidea. Por outro lado, a capacidade de suporte da célula de Sertoli na paca ¢
superior aos valores de outros roedores e principalmente das diversas espécies de
mamiferos domésticos ja estudados, indicando uma grande eficiéncia destas células

nessa espécie.

15- O processo de mitoses espermatogoniais na paca pode apresentar uma perda de

86,7% caso estas possuam seis geragdes de espermatogdnias.

16 - O rendimento meidtico o rendimento geral da espermatogénese apresentaram,
respectivamente, uma perda de 38,5% e 93% do valor total teoricamente estimado caso
ndo houvesse perdas, estando esses valores dentro do observado para a maioria das

espécies estudadas.
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