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RESUMO

LEITE, Flaviana L. G., M.S., Universidade Federal de Vicosa, fevereiro de A6@fise
morfolégica do testiculo e do processo espermatogénico da onca parda (Puma
concolor, Wozencraft,1993) Orientador: Tarcizio Antbnio Régo de Paula.
Conselheiros: Claudio César Fonseca, José Domingos Guimardes, Luiz Gonzaga

Pompermayer, Sérgio Luis Pinto da Matta

Embora a onca parda seja o segundo maior felino das Américas e apresente uma
ampla distribuicao latitudinal, abrangendo os mais diversos habitats, muito pouco se sabe a
respeito de sua morfofisiologia testicular, incluindo o processo espermatogénico.

Os parametros de biometria corporal e morfofisiologia testicular sdo de suma
importancia no desenvolvimento de protocolos para reproducdo assistida nas diferentes
espécies. Foram estudados no presente experimento nove ong¢as pardas adultas provenientes
de cativeiro, estes animais pesaram em média 45Kg com massa testicular média de 7,45 g
tendo apresentando assim indice gonadossomatico de 0,03%. O volume médio de tubulos
seminiferos por testiculo foi de 5,2 ml, o que representou cerca de 78% do parénquima
testicular. Em relacdo a massa corporal, cerca de 0,02% desta é alocada em tubulos
seminiferos, ou seja, o indice tubulossomatico. A onga parda adulta apresentou cerca de 18
metros de tubulo seminifero por grama de testiculo. O compartimento intertubular
representou cerca de 22% do parénquima testicular, o que equivale a cerca dpat,5 ml
testiculo. Ja as células de Leydig isoladamente, corresponderam a 8% do parénquima
testicular, sendo o indice leydigossomatico 0,002%. O espaco intertubular foi caracterizado
como sendo do tipo Il segundo a classificacdo de FAWCETT et al. (1973). O diametro e
altura do epitélio seminifero foram em média 22187 67,78m, respectivamente. Os
valores registrados neste estudo encontram-se dentro da amplitude observada para as
demais espécies ja estudadas.

Neste estudo, a duragéo do ciclo do epitélio seminifero foi estimada usando-se
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injecdes intratesticulares de timidina triciada.A duracéo total do ciclo do epitélio seminifero

da onca parda foi calculada em 9,96 dias e como aproximadamente 4,5 ciclos do epitélio
seminifero sdo necessarios para que todo o processo espermatogénico seja completado,
cerca de 44,8 dias sado despendidos na producdo de espermatozoéides, a partir de uma
espermatogbnia. A duracdo da espermiogénese, profase e demais eventos da meiose da
onca parda adulta foram respectivamente 14,08; 15,2 e 1,79 dias. Foram descritos oito
estadios do ciclo do epitélio seminifero, através do método da morfologia tubular, o qual se
baseia na forma e posicdo do ndcleo das espermatides e na ocorréncia de divisdes
meidticas. Os valores observados na onca parda para a frequéncia relativa dagfases
meiotica, meidtica e pds-meidtica foram respectivamente 4,0; 1,8 e 4,15 dias.

O estudo do processo espermatogénico torna-se extremamente relevante,
subsidiando com informacdes basicas o desenvolvimento e sedimentacao de tecnologias em
reproducdo assistida. Embora a onca parda (Puma concolor) seja o segundo maior felino
das Américas e apresente uma ampla distribuicdo latitudinal, muito pouco se sabe a respeito
de sua morfofisiologia testicular, incluindo a sua espermatogénese. Neste trabalho estimou-
se gue na onca parda cerca de 7,7 espermatoécitos primarios sdo produzidos a partir de uma
espermatogbnia do tipo A. O rendimento meidtico foi em torno de 3,0 células, o que
equivale a uma perda de 25% no processo meidtico; o rendimento geral da
espermatogénese foi de 22,7 células. Cada célula de Sertoli é capaz de sustentar cerca de
12,5 células germinativas, das quais 7,3 sdo espermatides arredondadas. A onca parda, com
aproximadamente vinte e seis milhdes de espermatozodides produzidos por grama de
testiculo por dia, encontra-se classificada entre as espécies de alta eficiéncia

espermatogénica.



ABSTRACT

LEITE, Flaviana L. G., M.S., Universidade Federal de Vigcosa, February of 2002.
Morphologic analysis of the testicule and the spermatogenic process of Puma
(Puma concolor, Wozencraft, 1993).Adviser: Tarcizio Antonio Régo de Paula.
Council members: Claudio Cesar Fonseca, Jose Guimardes Sundays, Luiz Gonzaga

Pompermayer, Sergio Luis Pinto da Matta.

Although the puma is the bigger feline of Americas and presents an ample
latitudinal distribution, enclosing most diverse habitats, much little is known regarding its
morfofisiologia to testicular, including the spermatogenic process. The parameters of
corporal biometry and morfofisiology of testis are of utmost importance in the development
of protocols for reproduction attended in the different species. Nine adult pumas proceeding
from captivity had been studied in the present experiment, these animals had weighed in
average 45Kg with mass to testicular average of 7,45 g having thus presenting
gonadossomatic index of 0,03%. The average volume of seminiferous tubules for testicule
was of 5,2 ml, what it represented about 78% of testis. In relation to the corporal mass,
about 0,02% of this it is placed in seminiferous tubules, or either, the tubulessomatic index.
The adult puma presented about 18 meters of seminiferous tubules for gram of testicule.
The intertubular compartment represented about 22% of testis, what it is equivalent to 1,5
ml of the testis. The Leydig cells separately, had corresponded 8% of the testis, being
leydigossomatic index 0,002%. The intertubular space was characterized as being of type
Il according to classification of FAWCETT et al., (1973). The diameter and height of the
seminiferous epithelium had been in average 227,37mm and 67,78mm, respectively. The
values registered in this study meet inside of the amplitude observed for the already studied

species. In this study.



The duration of the cycle of the seminiferous epithelium was observed using intra-
testicular injections of tritium thimidine. A total duration of the cycle of the seminiferous
epithelium of the puma was calculated in 9,96 days and as approximately 4,5 cycles of the
seminiferous epithelium are necessary so that all spermatogenic process is completed, about
44,8 days are expended in the production of spermatozoa, from a espermatogbnia. The
duration of spermiogenesis, prophase and other events of meiosis of the puma had been
respectively 14,08; 15,2 and 1,79 days. Eight stadiums of the cycle of the seminiferous
epithelium had been described, through the method of the tubular morphology, which is
based on the form and position of the nucleus of spermatides and on the occurrence of
meiotic divisions. The values observed in the puma for the relative frequency of the phases
daily pre-meiotic, meiotic and pos-meiotic had been respectively 4,0; 1,8 and 4,15 days. In
this work it was observed that in the puma about 7,7 primary espermatdcitos are produced
from a espermatogobnia of the type A; the meiodtico income was around 3,0 cells, what is
equivalent to a loss of 25% in the meidtico process; the general income of spermatogenesis
was of 22,7 cells. Each cell of Sertoli is capable to support about 12,5 germ cells, them
which 7,3 is rounded spermatides. The puma, with approximately twenty and six million
spermatozoa produced per gram of testis per day, meets classified between the species of

high spermatogenic efficiency.
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1.0-INTRODUCAO

O processo de extingdo de uma espécie pode ser um evento natural, decorrente da
propria evolucdo. Porém, sabe-se que este processo € predominantemente causado por
atividades humanas. A destruicdo do habitat, a introducdo de espécies exdticas e a predacao
direta sdo as principais causas da perda da diversidade bioldgica. Segundo CORSON
(1996), até o inicio deste século, poderemos ter perdido um milhdo ou mais de espécies de
plantas, animais e outros organismos - mais do que a extingdo macica na historia geoldgica,
incluindo o desaparecimento dos dinossauros.

Os predadores da ordem Carnivora podem ser utilizados como alicerce para a
identificacdo dos problemas relativos a diminuicdo da biodiversidade, pois ocupam o topo
da cadeia alimentar sendo co-responsaveis pelo equilibrio dos ecossistemas onde ocorrem.
Alimentando-se de animais mais fracos, evitam que a superpopulagcdo cause danos ao
ambiente ou leve a disseminagéo de doencgas. Assim, quando se trabalha para a preservacao
destes animais, outras espécies indiretamente séo preservadas.

Visto a importancia dos felinos neotropicais no ecossistema e a caréncia de
informagbes em sua morfofisiologia reprodutiva, a onga parda (Puma concolor), com sua
relativa abundancia em cativeiro, torna-se um bom modelo experimental para estudo e
coleta de amostras.

Os esforcos para conservagao devem incluir um arranjo de op¢des e ndo somente

depender de uma abordagem pontual para a preservacao de uma unica espécie ou um Unico



ecossistema. O desenvolvimento de tecnologias em reproducdo assistida, tais como
inseminacao artificial, congelamento de sémen e mesmo transplante de espermatogonias,
podem responder por uma porc¢éo importante dentro destas opg¢oes. Neste sentido, o estudo
do processo espermatogénico torna-se extremamente relevante tanto na determinacédo da
taxa de producdo espermatica e correlacdo desta com parametros biométricos, o que
possibilita o melhor manejo e utilizacdo dos reprodutores, como subsidiando com

informacdes béasicas o desenvolvimento e sedimentacéo de novas tecnologias.



2.0-REVISAO DE LITERATURA

2.1-O Puma

Em 1771 a onca-parda foi classificada por Linnaeus no género Felis 0 mesmo dos
pequenos gatos, porém WOZENCRAFT (1993) o classificou num género proprio, Puma
pois apesar de terem muitas caracteristicas dos pequenos gatos, sdo muito semelhantes aos
grandes felinos. E também conhecido por “cougar”, “onc¢a parda”, “onca vermelha”,
“suguarana” entre outros nomes. “Cougar” e “Puma” derivam da linguagem dos nativos da
América do Sul, o primeiro vem do Tupi, e € traduzido como “falso cervo”, enquanto
“Puma” deriva da linguagem de indios peruanos quéchuas e significa “animal magico e
poderoso” (KOBALENKO, 1997). Tém ampla distribui¢do latitudinal, abrangendo assim,
0s mais diversos habitats ocorrendo desde o Canada até o Chile, incluindo também o Brasil
(Figura 1), (REDFORD & EISENBERG, 1992).

Esbelto e flexivel, a onca-parda tem membros fortes e musculosos, sendo que o0s
pélvicos sdo mais compridos que os toracicos (Figura 2) esta diferenca é a maior dentre os
gatos sendo possivelmente uma adaptacdo para saltos, bem como a cauda, pesada e
cilindrica que funciona como contrapeso (GONYEA, 1976). Em regifes tropicais, a
pelagem é curta e ericada, em latitudes extremas é mais longa, densa e macia; numa mesma

regido a coloracdo pode variar consideravelmente; existem dois tipos basicos de coloracéo,



a vermelha e a cinza, a vermelha tem variagcdes em dourado e canela que predominam em
regides tropicais, a cinza tende do prateado ao azulado e animais mais escuros Ssao
encontrados nas florestas umidas na costa norte do Pacifico, sendo as formas negras ou
meléanicas registradas nas Américas do Sul e Central, mas nunca na América do Norte

(KITCHENER, 1991).

Figura 1- Distribuicdo atual do Puma concolor
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Figura 2- Fémea de Puma concolor com dois filhotes.

A onca-parda € essencialmente carnivora e predadora generalista, sendo o0s cervos
suas principais presas em todo seu territério, principalmente na América do Norte
(RABINOWITZ & NOTTINGHAM, 1986; EMMONS, 1987; CRAWSHAW &
QUIGLEY (in prep.); IRIARTE et al 1991).

Sao animais territorialistas e utilizam suas fezes como sinal olfativo ou visual para
os semelhantes da espécie, normalmente depositando pilhas de fezes ao longo de caminhos,
trilhas e outros lugares conspicuos; acredita-se que as fezes transmitam varios tipos de
informacgdes para outros individuos da populacdo, tais como identidade, sexo, condicao
reprodutiva, social etc. (EWER, 1968 e 1973).

O periodo reprodutivo ocorre provavelmente durante todo o ano (SWEANOR &
LOGAN, 1992; ROSS & JALKOTZY, 1992). A gestacao dura de 92 a 96 dias, o estro 8
dias e o ciclo estral 23 dias (HANSEN 1992). Nascem em média 2 a 3 filhotes
(ANDERSON, 1983; CURRIER, 1983; ROSS & JALKOTZY, 1992).

Machos e fémeas alcancam a maturidade sexual por volta dos 24 meses, mas as
fémeas podem ser mais precoces, por volta dos 20 meses (LINDZEY, 1987), aontudo
primeiro periodo de acasalamento € dependente do estabelecimento territorial pela fémea
(HORNOCKER, 1970; SEIDENSTICKER et al., 1973). Fémeas em populacfes estaveis



raramente cruzam com mais de um macho durante o estro (HEMKER 1992). O intervalo
entre os nascimentos pode ser de um ano (ROBINETTE et al. 1961), mas geralmente é de
18 a 24 meses (LINDZEY, 1987). A maioria dos estudos reporta que a razao de fémeas:
machos no periodo de acasalamento € de 2:1, contudo grandes variacdes tém sido
encontradas (BEIER, 1991).

As ongas-pardas em cativeiro podem viver até 20 anos e cerca de 12 anos em vida
livre. Na natureza ocorre freqientemente consanguinidade, por restricdo territorial causada
principalmente pela fragmentacédo dos habitats, devido a atividade humana.

A Unido Internacional para Conservacdo da Natureza e dos Recursos Naturais
(IUCN) lista as subespécies P.c.cougar e o P.c.coryi como criticamente ameacados. No
Chile a onggearda ¢ tida como “vulneravel” na maioria das regides, mas no norte ¢é
considerad&ameacada”. A Lista dos Animais Ameagados de Extin¢do (IBAMA), nédo faz
distincdo entre as diferentes subespécies, classificando a todas como de menor
preocupacdo. O comeércio internacional para as subespécies cougae,costgiricensis
proibido pelo Apéndice | da Convengdo em Comércio Internacional de Espécies
Ameacadas (CITES). O comércio de outras subespécies esta regulamentado no Apéndice Il

e € extremamente limitado (CITES Appendix II).

2.2-0Os Testiculos

O primeiro método para o estudo da biologia da reproducéo foi a castracdo, método
classico introduzido por Aristoteles em 300 AC, contudo, os constituintes celulares dos
testiculos somente puderam ser observados apds o advento do microscopio, quando Antony
Von Leeuwenhoek em 1679, relatou seus achados sobre os espermatozoides (JOHNSON et
al., 1991). Em 1841 Von Kolliker descobriu que os espermatozoides se desenvolvem de
células especializadas localizadas nos tubulos seminiferos; em 1850 e 1865 Franz Von
Leydig e Enrico Sertoli descreveram as duas principais células somaticas, implicadas no
processo espermatogénico, respectivamente a célula de Leydig e a célula de Sertoli
(JOHNSON et al., 1991). Ainda segundo JOHNSON et al.,, 1991), em 1876, Von La

Vallete classificou as células germinativas morfologicamente, e 0 processo



espermatogénico comecou a ser mais bem entendido com os trabalhos de Von Ebner (1871)
e Benda (1887). Até os dias atuais, com os inumeros estudos desenvolvidos, muito
conhecimento foi adquirido sobre o processo espermatogénico, porém, muito ainda ha de
ser esclarecido principalmente em espécies selvagens.

A posicao dos testiculos € variavel entre as diversas espécies, podendo localizar-se
tanto em posicao intra quanto extra-abdominal, quando extra-abdominal situam-se na
regido pré-pubica, circundados num diverticulo do abdome, denominado escroto. O
testiculo € um érgédo com funcdo exocrina e enddcrina e que se apresenta revestido por uma
espessa capsula conjuntiva, a tlinica albuginea, a qual envia septos para o interior formando
o0 mediastino testicular e também dividindo o testiculo em I6bulos. Este 6rgédo é constituido
por dois compartimentos: o compartimento tubular e o intertubular; no primeiro localizam-
se as células germinativas e as células de Sertoli e no segundo esta todo o aporte de vasos
sanguineos e linfaticos, células de Leydig, fibroblastos, macréfagos e mastoécitos. Apesar da
estrutura geral do testiculo seguir um padréo relativamente rigido para as diversas espécies
de mamiferos, existe muitas variagbes no que concerne a proporcao volumétrica dos
diferentes componentes que o0 constituem, principalmente em relacdo aos tubulos

seminiferos, células de Leydig e vasos e espacos linfaticos.

2.2.1-Compartimento Intertubular e as células de Leydig

O compartimento intertubular € composto pelas células de Leydig, vasos linfaticos e
sanguineos, nervos e uma populacéo celular variavel que inclui fibroblastos, macrofagos e
mastocitos (SHARPE, 1994). A organizacao e proporgéo volumétrica dos vasos linfaticos e
células de Leydig variam muito entre os mamiferos (FAWCETT et al., 1973).

Além do ja conhecido controle enddécrino através do eixo hipotalamo-hipofise-
testiculo, um elaborado sistema de comunicacao intercelular é desenvolvido no testiculo
para assegurar o perfeito funcionamento do processo espermatogénico (ROSER, 2000).
Assim, as células direta ou indiretamente envolvidas na producdo dos gametas masculinos:
células de Sertoli, células germinativas, células de Leydig, células midides peritubulares,

leucécitos, etc, mantém um sistema paracrino/autocrino, que modula esta intrincada rede de



interacdo celular, que é fundamental para o perfeito funcionamento do testiculo (SCHLATT
et al.,, 1997). A contribuicdo da célula de Leydig nesta comunicacdo paracrina no testiculo,
envolve a producao de uma grande quantidade de fatores (LEJEUNE et al., 1997; ROSER,
2000). No entanto, esta producédo aliada a grande producdo de testosterona nao justifica a
enorme variacao observada para o percentual ocupado por estas células no testiculo.

A proporcao volumétrica de tecido intertubular no testiculo dos animais domésticos,
varia de 10% no cdo a 40% no camelo (FRANCA & RUSSELL, 1998). Ao que parece,
fatores filogenéticos ndo sdo responsaveis pela determinacdo do percentual ocupado pelo
compartimento intertubular nas diferentes espécies de mamiferos. Assim, dentre os
roedores pode-se observar que no rato, 7,7% (RUSSELL & FRANCA, 1995) e na capivara,
50% (PAULA, 1999) do testiculo é ocupado por tecido intertubular. Grandes variacdes
ainda sdo observadas, mesmo quando se considera roedores do mesmo género (BREED,
1982).

Estudos correlacionando a estrutura e a funcdo das células de Leydig, em varias
espécies de mamiferos, mostraram que variacdes na secrecdo de testosterona resultam mais
da capacidade individual desta célula em secretar este horménio do que de diferencas do
volume total das mesmas no testiculo (EWING et al., 1979). Esta capacidade esta altamente
associada com a quantidade de reticulo endoplasmaético liso presente na célula de Leydig
(ZIRKIN et al., 1980).

2.2.2-O Tubulo Seminifero

Os tubulos seminiferos s@o constituidos, da sua porcdo externa para interna de:
tunica proépria, epitélio seminifero e lume. Na tunica propria sao 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 natureza
somatica e as células germinativas ou espermatogénicas. No lume tubular encontram-se o
fluido secretado pelas células de Sertoli e os espermatozéides (RUSSELL et al., 1990).

As células de Sertoli desempenham papel fundamental na regulacdo da
espermatogénese (RUSSELL & GRISWOLD, 1993). A quantidade impressionante de



funcbes desempenhadas por esta célula inclui, dentre outras: o suporte e nutricdo das
células germinativas em desenvolvimento, a compartimentalizacdo do epitélio seminifero, a
liberagcdo de espermatozoides no lume tubular, a secre¢cdo de fluidos e proteinas, a
fagocitose de células germinativas em degeneracdo e do excesso de citoplasma das
espermatides em espermiacdo (FRANCA & RUSSELL, 1998). A célula de Sertoli também
desempenha papel chave na mediacdo da agdo do FSH e da testosterona na
espermatogénese, provavelmente de maneira ciclica (RUSSELL et al., 1990)

O numero de células de Sertoli por testiculo é o principal fator na determinacdo da
producdo esperméatica e no tamanho do testiculo (FRANCA et al., 1995). Tal assertiva
baseia-se no fato de que as células de Sertoli ttm uma capacidade de suporte de células
germinativas relativamente fixa para cada espécie e que a populacéo desse tipo celular ndo
aumenta apOs a puberdade (STEINBERGER & STEINBERGER, 1971; ORTH, 1982;
ORTH et al., 1988; FRANCA & RUSSELL, 1998). Desta forma, o niamero de células
germinativas suportado por uma unica célula de Sertoli (indice de células de Sertoli) € o
melhor indicativo da eficiéncia funcional destas células (RUSSELL & PETERSON, 1984).

Segundo FRANCA (1991), considerando-se que a populacdo de células de Sertoli é
estavel ao longo dos estadios do ciclo do epitélio seminifero, estas podem ser utilizadas
como ponto de referéncia para a quantificacdo e a correcdo de contagens de células
germinativas. As células de Sertoli constituem, também base para o estudo de alteracdes no
processo espermatogénico, em decorréncia de fatores patoldgicos e terapéuticos (ROWLEY
& HELLER, 1971; RUSSELL & CLERMONT, 1977; SINHA-HIKIM et al., 1985;
RUSSELL et al., 1990).

Particularmente entre as células de Sertoli, existem jun¢cBes altamente especializadas
conhecidas como zbénulas de oclusdo ou "tight junctions". Estas juncfes formam a barreira
de células de Sertoli (também conhecida como barreira hemato-testicular), a qual, além de
controlar o fluxo de substéancias no epitélio seminifero, delimita neste dois compartimentos,

o basal e o adluminal (RUSSELL et al., 1990). No primeiro, encontram-se as
espermatogobnias e os espermatécitos primarios nas fases iniciais (pré-leptéteno/leptéteno).
J& no compartimento adluminal sdo encontrados os espermatoécitos primarios, em fases

mais adiantadas de desenvolvimento (zigéteno, paquiteno e dipléteno), os espermatécitos



secundarios e as espermatides arredondadas e alongadas (LEBLOND & CLERMONT,
1952; RUSSELL & CLERMONT, 1977; RUSSELL et al., 1990).

Nos tubulos seminiferos de animais sexualmente maduros, as células
espermatogénicas ndo estdo arranjadas ao acaso, mas sim organizadas numa série bem
definida de associa¢fes celulares ou estadios. Dentre os sistemas utilizados para se estudar
os estadios do ciclo do epitélio seminifero, 0 mais empregado € aquele baseado na forma e
na localizacdo dos nucleos das espermatides e na presenca de figuras de divisdes meioticas
(ROOSEN-RUNGE & GIESEL JR., 1950; COUROT et al., 1970; BERNDTSON, 1977;
ORTAVANT et al.,, 1977; GUERRA, 1983; FRANCA, 1991). Este sistema, designado
como método da morfologia tubular por BERNDTSON (1977), permite a padronizacdo de
oito estadios do ciclo em todos os mamiferos. Outra classificacdo, designada como método
do sistema acrossémico, € baseada nas caracteristicas das espermatides, em particular no
desenvolvimento do acrossoma, com este método o nimero de estadios para cada espécie é
variado (RUSSELL et al., 1990).

Com excecdo de algumas espécies de primatas, o arranjo dos estadios do ciclo do
epitélio seminifero € segmentar em todos os mamiferos investigados e usualmente existe
somente um estadio por seccdo transversal de tubulo seminifero (LEBLOND &
CLERMONT, 1952; RUSSELL et al., 1990). Os estadios se sucedem numa determinada
area do epitélio seminifero, com o decorrer do tempo, esta sequéncia, constitui o processo
denominado ciclo do epitélio seminifero (LEBLOND & CLERMONT, 1952; ORTAVANT
et al., 1977; RUSSELL et al., 1990). Von Ebner (1871), observou, ao longo do tabulo
seminifero em ratos, a formacdo de uma organizacéo seqiencial dos estadios do ciclo do
epitélio seminifero (PEREY et al.,, 1961). Estes mesmos autores denominaram de onda
espermatogénica esta organizagdo e observaram sua distribuicdo decrescente a partir da
extremidade do tabulo seminifero. Como o tubulo seminifero apresenta duas extremidades,
conectadas a rete testis e em ambas € iniciada uma sequiéncia decrescente, € esperado que
em algum ponto ao longo deste tubulo havera o encontro destas duas sequUéncias. Este
ponto é denominado sitio de reversdo e é encontrado muito préximo ao ponto médio do
tubulo seminifero (RUSSELL et al.,1990).

A espermatogénese € um processo complexo e bem organizado, que pode ser

dividido em trés fases baseadas em consideracdes morfolégicas e funcionais: (1) fase



proliferativa (espermatogonial), na qual as células sofrem rapidas e sucessivas divisdes
mitoticas; (2) fase meidtica (espermatécitos), na qual o material genético é duplicado e
passa por recombinacdo genética; e (3) fase de diferenciacdo ou espermiogénica
(espermétides), na qual as espermatides sofrem enormes modificacdes, transformando-se
em células muito especializadas e estruturalmente equipadas para alcancar e fertilizar os
ovacitos (RUSSELL et al., 1990).

De maneira geral, nos animais sexualmente maduros, as espermatogonias podem ser
classificadas em duas categorias basicas, espermatogonias indiferenciadas e diferenciadas.
As espermatogonias isoladas;)(Apareadas (f) e alinhadas (4) pertencem a primeira
categoria, sendo que as espermatogonias isoladas de origem das espermatogbnias tronco. Ja
as espermatogonias do tipo A, intermediarias (In) e do tipo B pertencem a categoria das
espermatogbnias diferenciadas, estando comprometidas de forma irreversivel com a
formacdo de espermatozoides (DE ROOIJ, 1998). Vale ressaltar que existem consideraveis
diferencas em relagdo ao numero de geracBes de espermatogbnias diferenciadas nas
diversas espécies de mamiferos, no entanto, este nimero geralmente ndo ultrapassa seis
geracdes (RUSSELL et al., 1990; FRANCA & RUSSELL, 1998; DE ROOIJ, 1998; DE
ROOIJ & GROOTEGOED, 1998). A producdo total desta primeira fase da
espermatogénese é ajustada numericamente para capacidade de suporte de células de
Sertoli, fazendo com que ocorram degeneracdes em um grande numero de células (DE
ROOIWJ & LOK, 1987)

Os espermatdcitos primarios formados a partir das espermatogbnias do tipo B,
iniciam a préfase meidtica e migram para o compartimento adluminal, onde concluem as
divisbes meidticas, culminando com a producéo de espermatides arredondadas (SHARPE,
1994). O rendimento meidtico expressa o0 numero de espermatides arredondadas produzidas
por um espermatécito primario, esta razdo € teoricamente de 1:4, ja que envolve duas
divisbes meidticas (FOOTE et al., 1972). As espermatides arredondadas iniciam um
processo denominado espermiogénese o qual resume sua transformacao até uma das mais
especializadas e diferenciadas células do corpo, o espermatozoide (SHARPE, 1994).

Nem todo espermatdcito que entra em meiose, completa seu desenvolvimento em
espermétide e é liberado como espermatozéide. Alguma degeneracdo ocorre durante a

meiose ou raramente durante a espermiogénese, sendo que o periodo mais critico para que



isto ocorra € a metafase, no fim da meiose Il. A degeneracao durante a metafase € um fator
comum a maioria dos mamiferos (ROOSEN-RUNGE, 1973).

O ciclo do epitélio seminifero refere-se ao periodo de tempo em que, em um mesmo
segmento do tubulo, um dado estadio volta a se repetir. Cerca de 4,5 ciclos sdo necessarios
para que todo 0 processo espermatogénico ocorra, ou seja, a cada ciclo que se repete, a
célula germinativa apresenta-se em uma fase mais avancada do processo, até que de uma
espermatogbnia produz-se espermatozoides liberados no lume tubular (PAULA et al,
1999).

A duracdo do ciclo do epitélio seminifero é uma constante biolégica espécie
especifica, a qual esta sob o controle do gendétipo da célula germinativa (FRANCA et al.,
1998), nao sendo influenciada por qualquer fator conhecido (CLERMONT, 1972; AMANN
& SCHANBACHER, 1983). O processo espermatogénico, dura de 40 a 60 dias na maioria
dos mamiferos investigados (FRANCA & RUSSELL, 1998).

A determinacdo da taxa de producdo espermética possibilita o melhor manejo e a
exploracdo dos reprodutores de destacado potencial genético (AMANN, 1970; AMANN &
SCHAMBACHER, 1983; FRANCA, 1991). Para se avaliar a producdo espermatica, varios
métodos tém sido utilizados. O método da histologia quantitativa do epitélio seminifero,
baseia-se no calculo da reserva espermética ( populacao celular nas seccdes transversais X
comprimento total do tibulo) e inferindo-se a este a duracao do ciclo, obtém-se a producdo
espermatica diaria (PAULA et al., 1999). Outros métodos para estimativa da reserva
espermatica testicular, baseiam-se na contagem hemocitométrica de células espermaticas
em homogeneizados do parénquima testicular, na quantificacdo de espermatozoides
ejaculados e na colheita de espermatozoides diretamente através de canulacdo do ducto
deferente ou da rede testicular (AMANN, 1970; BERNDTSON, 1977).

2.2.3-Peso Testicular e indice Gonadossomatico

Ha uma grande variacdo no peso dos testiculos e no indice gonadossomatico, nas

varias espécies animais. O indice gonadossomatico corresponde a propor¢do do peso

corporal alocada em ambos os testiculos, e € um parametro representativo do investimento



especifico na producdo espermatogénica, visto a alta correlacdo entre esta producédo e o
peso testicular (AMANN, 1970). Segundo KENAGY & TROMBULAK (1986), o
investimento em massa testicular, ndo € espécie especifico nem se correlaciona com a
posicdo dos testiculos no corpo (abdominal ou escrotal) ou a forma deste e seu modo de
locomocédo (terrestre, aquatica ou aérea). Ainda segundo KENAGY & TROMBULAK
(1986), o tamanho testicular € inversamente proporcional ao tamanho corporal, porém, esta
intimamente relacionado com o comportamento reprodutivo. Assim, animais com sistemas
monogamicos ou poligadmicos masculinos, onde um dnico macho detém o direito ao
cruzamento com uma determinada fémea, apresentam um menor peso testicular relativo
que espécies com sistemas reprodutivos promiscuos ou poligamicos femininos, onde uma
maior producdo espermatica € necessaria, devido a competicdo entre espermatozoides de

diferentes machos na fertilizacdo da mesma fémea.

2.3-Bidpsia Testicular

A bibpsia testicular € um procedimento utilizado em muitos casos para avaliacédo de
patologias relacionadas a infertilidade (NSEYO et al., 1984). Algumas das patologias mais
observadas incluem, aplasia de células germinativas, hipoespermatogénese, condicbes
inflamatdrias e neoplasias (LOPATE et al., 1989). Os métodos mais comuns de biopsia
testicular sdo a bidpsia aspirativa e a biépsia incisional (FINCO, 1974; LOPATE et al.,
1989).

As potenciais complicacdes da biopsia testicular sdo os danos ao parénquima, que
localmente vao interromper a espermatogénese, ou adesdes que podem impedir a
termoregulacdo testicular. Tais complicagbes tém feito com que a técnica de bidpsia
testicular seja pouco aceita, tendo assim um uso limitado (ATTIA et al., 2000). Ainda que
danos histologicos estejam presentes nos testiculos de cées apO0s a biopsia, efeitos
permanentes na producdo e motilidade dos espermatozoides apOs repetidas bidpsias em
testiculos alternados (JAMES et al., 1979), biopsia unilateral (HUNT et al., 1965), ou
bidpsia unilateral ap6s orquiectomia unilateral (HUNT & FOOTE, 1997) parecem
insignificantes. Cavalos castrados ap0s bidpsia incisional unilateral demonstraram apenas

um transitério aumento na degeneracdo de espermatécitos em pré-leptétenos e



espermatogbnias do tipo B no testiculo biopsiado (DELVENTO et al., 1992). Neste
sentido, a bidpsia testicular mostra-se muito efetiva para a coleta de material biolégico sem
maiores danos reprodutivos a longo prazo, nas diferentes espécies estudadas (GALINA,
1971; LOPATE et al, 1989; FELDMAN & NELSON, 1996; MUNSON et al., 1996).

Ainda que procedimentos invasivos nos testiculos e epididimos possam induzir a
producdo de anticorpos antiespermatozoides, a duracdo destes anticorpos é transitéria, nao
havendo efeitos negativos na producdo espermatica e na motilidade dos espermatozoides.
Assim, a associacdo de anticorpos a diminuicdo na porcentagem de espermatozoéides
normais ndo é clinicamente significante, concluindo-se que a biopsia testicular e a

aspiracéo do epididimo sao procedimentos diagndsticos seguros (ATTIA, 2000)
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4.0- DESCRICAO MORFOFUNCIONAL E HISTOMETRICA DO
TESTICULO DA ONCA PARDA (Puma concolor) ADULTA

Resumo

Os parametros de biometria corporal e morfofisiologia testicular sdo de suma importancia
no desenvolvimento de protocolos para reproducéo assistida nas diferentes espécies. Foram
estudados no presente experimento nove oncas pardas adultas provenientes de cativeiro,
estes animais pesaram em média 45Kg com massa testicular média de 7,45 g tendo
apresentando assim indice gonadossomatico de 0,03%. O volume médio de tubulos
seminiferos por testiculo foi de 5,2 ml, o que representou cerca de 78% do parénquima
testicular. Em relacdo a massa corporal, cerca de 0,02% desta € alocada em tubulos
seminiferos, ou seja, o indice tubulossomatico. A onc¢a parda adulta apresentou cerca de 18
metros de tubulo seminifero por grama de testiculo. O compartimento intertubular
representou cerca de 22% do parénquima testicular, o que equivale a cerca de 1,5 ml por
testiculo. Ja as células de Leydig isoladamente, corresponderam a 8% do parénquima
testicular, sendo o indice leydigossomatico 0,002%. O espaco intertubular foi caracterizado
como sendo do tipo Il segundo a classificacdo de Fawcett et al. (1973). O didmetro e altura
do epitélio seminifero foram em média 227,87Ve 67,78 m, respectivamente. Os valores
registrados neste estudo encontram-se dentro da amplitude observada para as demais

espécies ja estudadas.

Palavras-chave: testiculo, espermatogénese, indice gonadossomatico, indice leydigossomatico,

indice tubulossomatico, Puma concolor.



Introducéao

A onga parda ou suguarana (Puma concolor) é o segundo maior felino do continente
americang podendo atingir mais de 100 Kg, perdendo apenas para a onca pintada
(Panthera onca), embora individuos de distribuicdo equatorial sejam menores que os de
latitudes extremas (Kitchener, 1991). Possui ampla distribuicdo latitudinal, abrangendo
assim, os mais diversos habitats, ocorrendo desde o Canada até o Chile, incluindo também
o Brasil (Redford and Eisenberg, 1992). Quanto ao status de conservacdo € considerada
uma espécie ameacada de extincdo, mas em algumas areas de floresta atlantica, cerrado e
caatinga foram praticamente exterminadas.

A presenca de predadores da ordem carnivora pode ser utilizada como indicadora da
higidez de um ecossistema, por ocuparem o topo da cadeia alimentar. Estes animais sdo co-
responsaveis pelo equilibrio das areas onde ocorrem. Os felideos, na regido neotropical, séo
0S principais representantes desta ordem. A caréncia de informacdes na morfofisiologia
reprodutiva da onga parda (Puma concolor) e sua relativa abundancia em cativeiro tornam
esta espécie um bom modelo experimental para a coleta de dados.

O estudo da morfologia testicular e processo espermatogénico é fundamental para o
estabelecimento de padrdes fisiologicos com os quais pode-se estabelecer protocolos para
reproducao assistida. Estes padrdes fornecem ainda subsidios para o conhecimento de uma
gama de particularidades sobre a biologia reprodutiva das diferentes espécies (Fawcett et
al., 1973).

Material e Métodos

Foram utilizadas nove oncgas pardas, machos adultos, procedentes de Zooldgicos do
Distrito Federal, Minas Gerais e Sao Paulo, por ocasido do manejo realizado pelos
pesquisadores do Centro Nacional de Conservacdo de Felinos Neotropicais, SRIndiai-
(CNCFN), o gqual foi criado pela portaria 106 de 26 de dezembro de 1996, dando a esta



ONG o direito de manejo em cativeiro e formacdo de um plantel proprio das seis espécies
de pequenos felinos e das duas espécies de grandes felinos, todas ameacadas de extingao.
Os animais foram contidos quimicamente, com a utilizacdo de dardos anestésicos, e
mantidos sob anestesia geral com o uso de 10mg/kg de ketamina associada a 1mg/kg de
xilazina. Todo o procedimento foi monitorado, aferindo-se temperatura, movimentos
respiratérios e batimentos cardiacos em intervalos de dez minutos. Uma vez anestesiado o
animal foi pesado e foram coletados materiais biologicos (pélo, pele, sangue e fezes) e
dados biométricos corporais como protocolo do Centro Nacional de Conservacdo de
Felinos Neotropicais. Os testiculos foram mensurados percutaneamente quanto a largura, o
comprimento e a espessura antes dos preparativos para o procedimento cirargico.

Para a realizacdo da bidpsia foram feitas a tricotomia do escroto e antissepsia local.
Utilizou-se um “punch” de pele com 4 mm de didmetro e, para facilitar a introdugdo deste
no parénquima testicular, uma pequena incisdo na pele e na tunica fibrosa foram feitas.
Obteve-se um fragmento da regido média do testiculo direito ou esquerdo. Este fragmento
foi cuidadosamente manipulado e imediatamente imerso em solucédo de aldeido glutarico
(Merck®) 4% em tampéo fosfato 0,1M pH 7,4, por duas horas, sendo entdo armazenados
sob refrigeracdo a°@, no mesmo tampdo até o processamento histolégico. Foram
suturadas separadamente a albuginea testicular, a tunica fibrosa e a pele utilizando-se fio
absorvivel (Vicryf), O animal recebeu antibioticoterapia profilatica.

Para estudos em microscopia de luz os fragmentos foram desidratados em bateria de
etanol em concentracdes crescente$, @@, 9F e 100), infiltrados em solucéo de glicol
metacrilato (Historesin, Leica Instrumebte incluidos, no mesmo meio por adicdo do
catalisador (Dimetil Sulfoxido). Sec¢bes de quatro micrometrasnjdde espessura foram
obtidas através de microtomo rotativo, dotado de navalha de vidro. Estes cortes foram
montados em laminas de vidro apds coloracéo por solugdo de Azul de Toluidina-Borato de
Sodio a 1%.

Para estudo em microscopia eletrénica de transmissao um fragmento de 2mm de
largura por 2mm de comprimento do testiculo de cada animal foi pos-fixados em tetroxido
de 6smio a 1% e ferrocianato de potassio a 1,5% em tampéao fosfato de sodio 0,1M (pH 7,4)
por 1,5 horas. Apés desidratacdo em série crescente de alcoois e passagens em acetona,

esses fragmentos foram incluidos em Epon. Cortes ultrafinos foram obtidos em ultra-



microtomo, coletados em tela de cobre e contrastados com acetato de uranila a 3% e citrato
de chumbo. Este material foi analisado e fotografado em microscopio eletrénico EM-10
Zeiss.

O volume dos testiculos foi calculado através da formulat 4/2\BC, onde A € a
metade do comprimento, B é a metade da largura e C metade da espessura (Moreira, 1995).
Como a densidade volumétrica do testiculo é muito proxima de 1 (Paula, 1999), o volume
do mesmo foi transformado em gramas para o calculo do indice gonadossomético, que
representa o percentual do massa corporal alocado em testiculos. Para o calculo do volume
do parénquima testicular foram descontados 10%, referentes ao volume ocupado pelo
mediastino e albuginea testiculares.

Para o célculo da proporcado volumétrica dos componentes do parénquima testicular,
foram obtidas 25 imagens aleatdrias, em microscépio dequipado com camera digital,
dos cortes histoldgicos de seis animais. Estas imagens foram analisadas em monitor de
microcomputador de 15 polegada® qual foi aplicada uma grade dotada de 441
interseccbes consideradas como pontos sendo computados 0s pontos coincidentes sobre
tubulos seminiferos, células de Leydig, vasos linfaticos, vasos sangulineos, células
conjuntivas e artefatos. O volume dos diferentes componentes do parénquima testicular foi
calculado baseado no volume total do parénquima em relacdo a proporcdo volumétrica de
cada um destes.

Os indices leydigossomatico e tubulossomatico, representam o percentual do massa
corporal alocados respectivamente em células de Leydig e tabulos seminiferos e foram
calculados inferindo-se ao indice gonadossomatico o percentual do parénquimartesticula
ocupado por estes componentes.

O diametro médio dos tubulos seminiferos foi obtido através de medidas de 20
seccOes transversais de tubulos, de contorno o mais circular possivel, para cada um dos
animais. Considerou-se, para tal abordagem, o menor didmetro em cada secc¢ao transversal.
As medidas foram feitas com o auxilio de ocular micrométrica e objetiva de 40X em
microscopio de luz. Na mesma seccdo em que se obteve o diametro tubular mediu-se
também a altura média do epitélio seminifero, desde a membrana basal até a borda luminal.

O comprimento total do tubulo seminifero por testiculo, foi calculado com base na

férmula do volume do cilindro, que representa a forma do conjunto de tubulos seminiferos.



Assim, o comprimento total dos tubulos seminiferos corresponde ao volume total de
tubulos dividido pela area da seccao transversal do tubulo, estimada a partir dos valores
obtidos do diametro tubular (Dorst & Sajonski, 1974).

Os resultados foram expressos em meédia e respectivo desvio padrao.

Resultados e Discussao

A massa corporal média dos animais utilizados foi de 45 kg, dos quais apenas
0,03% estdo alocados em massa testicular, ou seja indice gonadossomatico (Tabela 1). Este
indice € menor que o observado para o gato doméstico e para o Felis s{V&5t¥s e
0,05%) (Godinho, 1999; Kenagy & Trombulak, 1986). Segundo Kenagy & Trombulak
(1986), este parametro ndo esta relacionado com o tamanho e localizacdo do testiculo,
forma do corpo ou modo de locomocao (terrestre, aquéatico ou aéreo), porém, mamiferos d
menor porte tendem a alocar maior propor¢cdo de massa corporal em testiculos, que os de
maior porte. O tamanho relativo dos testiculos correlaciona-se funcionalmente com o
sistema de acasalamento (Dixson, 1993) e desta forma, espécies de mamiferosaonde um
fémea cruza com varios machos durante o periodo fértil do ciclo ovariano, apresentam
maiores indices gonadossomaticos em relacdo as espécies onde um Unico macho é
responsavel pela cépula. Isto se deve ao fato de, no primeiro caso, haver necessidade de
maior producdo espermética, uma vez que a competicdo pela fertilizagdo ocorre no interior
do trato genital feminino. Assim, o menor indice gonadossomatico da ongca parda em
relacdo ao gato doméstico € reflexo de seu maior massa corporal e do seu comportamento
reprodutivo no qual raramente uma fémea copula com mais de um macho durante o cio
(Hemker et al., 1992).

O parénquima testicular representa o volume do testiculo descontado os percentuais
ocupados pela albuginea e mediastino testiculares. Nos animais domésticos estes ocupam
cerca de 10 a 15% (Franca & Russell, 1998). Assim, no presente experimento, COmo 0S
animais foram apenas biopsiados, estimou-se a propor¢céo volumétrica destes componentes

como sendo 10%.



O tdbulo seminifero € o principal componente do testiculo na grande maioria dos
mamiferos, exercendo grande influéncia sobre o massa testicular e a producéo espermatica
(Amann, 1970). O volume médio de tubulos seminiferos observados em onca parda foi de
5,2 ml por testiculo, o que representou cerca de 78% do parénquima testicular (Tabela 1),
sendo que esta proporcdo volumétrica € menor que os quase 90% observados no gato
(Godinho, 1999) e no cédo (Paula, 1992), porém, aproximou-se da média observada nos
demais animais domeésticos (Franca & Russell, 1998). Em relacdo a massa corporal a onca
parda apresenta cerca de 0,02% desta alocada em tubulos seminiferos, ou seja, o indice
tubulossomatico (Tabela 1). JA no gato doméstico este indice € bem superior, cerca de
0,06% (Godinho, 1999). A onca parda adulta apresenta cerca de 18 metros de tubulo
seminifero por grama de testiculo (Tabela 1), acima dos 10 a 15 metros observados para a
maioria dos animais domeésticos (Franca & Russell, 1998), porém, abaixo dos 23 metros
registrados no gato domeéstico (Godinho, 1999). Estes parametros denotam maior
investimento na producdo espermatica em gatos domeésticos, em relacdo a onga parda,
reafirmando as diferencas quanto as estratégias reprodutivas destas duas espécies.

O comprimento total do tubulo seminifero é diretamente relacionado ao tamanho do
testiculo e a onca parda apresenta cerca de 136 metros de tubulos seminiferos por testiculo
(Tabela 1). Porém, uma comparacao entre diferentes espécies quanto a este parametro nao é
significativa visto a grande variagdo no tamanho testicular. Assim, o comprimento tubular
por grama de testiculo € um parametro mais acurado para a comparacao interespecifica.

O tecido intertubular € composto por células de Leydig, vasos sanglineos e
linfaticos, nervos e uma populacdo variada de outras células como mastdcitos, macréfagos
e fibroblastos. De acordo com Fawcett et al. (1973), a drenagem linfatica, aliada a
quantidade de células de Leydig no espaco intertubular nas diferentes espécies de
mamiferos segue, em geral, trés padrdes distintos: () espécies nas quais as células de
Leydig e o tecido conjuntivo ocupam uma area muito pequena no compartimento
intertubular, contrastando com extensos sinusodides ou espacos linfaticos interpostos aos
tubulos seminiferos; (II) espécies que apresentam grupos de células de Leydig espalhados
em abundante tecido conjuntivo frouxo edemaciado, o qual é drenado por um vaso linfatico
localizado central ou excentricamente no espaco intertubular; e (lll) espécies nas quais

abundantes grupamentos de células de Leydig ocupam praticamente todo o compartimento



intertubular, apresentando pouco tecido conjuntivo e linfaticos. Diferente do observado no
arranjo do tipo lll, o espaco intertubular em oncas pardas apresentou pequenos
grupamentos de células de Leydig e geralmente um vaso linfatico centralmente localizado
(Figura 1). Também diferiu do arranjo do tipo | devido a presenca de abundante tecido
conjuntivo frouxo edemaciado alocado entre os grupamentos de células de Leydig e os
tubulos seminiferos em detrimento dos sinusoéides linfaticos, conforme observacao sob
microscopia eletronica (Figura 2). Desta forma a ong¢a parda parece possuir organizacao do

tipo Il na classificacdo de Fawcett et al., (1973).

Figura 1-Espaco intertubular da onga parda adulta, ao microscopio de luz, demonstrandm um vas

linfatico centralmente localizado. Azul de toluidina (300X)
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Figura 2- Espaco intertubular de onga parda adulta ao microscopio eletrénico, demonstrando tecido

conjuntivo frouxo edemaciado, interposto as células de Leydig e ao tabulo seminifero. (3500X).

A quantidade de células de Leydig € bastante variada entre as diversas espécies de
mamiferos, ndo sendo esta variagcdo encontrada para outras glandulas enddcrinas (Fawcett
et al.,, 1973). Os outros componentes do espaco intertubular apresentam variagcbes menos
evidentes nas diferentes espécies. Por exemplo, o tecido conjuntivo intertubular
corresponde & cerca de 7% do parénquima testicular no suino piau (Franca, 1991), 7,5% no
céo (Paula & Cardoso, 1994) e 8% em capivaras (Paula,.198%nc¢a parda adulta o
compartimento intertubular representa cerca de 22% do parénquima testicular, o que
equivale a cerca de 1,5 ml por testiculo. Ja as células de Leydig isoladamente,
correspondem a 8% do parénquima testicular (Tabela 1), enquanto no gato estas células
correspondem a 6% (Godinho, 1999). Embora a proporgao volumétrica testicular de células
de Leydig do gato seja menor que a observada na onga parda, o indice leydigossomético, ou
seja a propor¢cdo da massa corporal alocada em células de Leydig, no gato, 0,004%

(Godinho, 1999), é o dobro do observado na onca parda, 0,002% (Tabela 1).



Tabela 1- Biometria e histometria do testiculo de onca parda adulta.

Parametro n Média+ Desvio padréc
Massa corporal (Kg) 5 45,06+7,79
Massa testicular médio (g) 5 7,45:2,45
indice gonadossomatico (%) 6 0,033:0,006
indice Leydigossomatico (%) 4 0,002:0,005
indice tubulossomatico (%) 4 0,02+0,001
Tabulo seminifero (%) 6 78,046,01
Células de Leydig (%) 6 8,24+3,16
Tecido Conjuntivo (%) 6 9,53t2,14
Vasos linfaticos (%) 6 0,210,16
Vasos sanglineos (%) 6 3,8#2,39
Intertabulo (%) 6 21,88:6,00
Diameto tubular (um) 7 227,3%16,48
Altura do epitélio seminifero (um) 7 67,789,111
Comprimento de tibulo seminifero* (m/g) 4 18,27%3,42
Comprimento total de tubulo seminifero (m) 4 136,1353,68

*Comprimento de tibulo seminifero por grama de testiculo

O principal produto das células de Leydig € a testosterona, que desempenha um
papel primordial no processo espermatogénico, estando ainda envolvida na manifestacao
comportamental e fenotipica das caracteristicas sexuais. Porém, o real significado da
grande variacdo na proporcdo volumétrica testicular de células de Leydig, nas diferentes
espécies, permanece nédo totalmente esclarecido. Inimeros fatores podem influir na
quantidade de células de Leydig por animal, dentre os quais podem ser destacados: 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 em um dado tempo; a velocidade

pela qual a testosterona deixa o testiculo via vasos linfaticos, vasos sangtineos e fluido



seminal;a sintese de outros tipos de esterdides; o volume sanglineo do animal e a taxa de
metabolismo da testosterona (Fawcett et al., 1973; Russell et al., 1994; Russel, 1996). O
indice leydigossomético parece refletir com maior fidelidade o requerimento de células de
Leydig por espécie. De maneira mais acentuada do que o observado entre o gato e a onca
parda, a capivara e o rato apresentam grande variacdo na proporcao volumétrica testicular
de células de Leydig (33% e 2,2% respectivamente), porém os valores para os indices
leydigossomaticos nestas duas espécies comportam-se de forma inversa (0,041% e 0,094%
respectivamente), (Paula, 1999). O significado exato da variacdo no investimento em
células de Leydig nas diferentes espécies permanece ainda por ser esclarecido.

Em investigacdes envolvendo o0 processo espermatogénico, como o estabelecimento
do periodo de puberdade e a maturidade sexual, os efeitos da idade, a sazonalidade, os
estudos toxicologicos e o estabelecimento de padrbes normais em espécies ainda nao
estudadas, o diametro tubular e a altura do epitélio seminifero sdo parametros classicamente
utilizados como indicadores da atividade espermatogénica (Attal & Courrot, 1963; Godinho
& Cardoso, 1979; Parreira & Cardoso, 1991; Russell et al., 1990; Paula & Cardoso, 1994,
Paula, 1999). Isto deve-se ao fato de o diametro tubular e a altura do epitélio seminifero
contribuirem diretamente para o tamanho e populacdo das células de Sertoli e células
germinativas.

O diametro do tubulo seminifero permanece relativamente constante nos animais
ndo sazonais e sexualmente maduros (Paula, 1999), no entanto, o valor tipicamente
observado na maioria dos amniotas apresenta uma variagdo de 180ona (Ribsen-

Runge, 1977). A onga parda adulta apresenta aproximadamenten2ie diametro
tubular, muito proximo ao observado no gato doméstico (Godinho, 1999) e dentro da
amplitude citada para os demais espécies estudadas.

A altura do epitélio seminifero € um parametro que esta limitado as 4 ou 5 camadas
de células germinativas que compdem os diferentes estadios do ciclo do epitélio seminifero.
A populagéo celular nestas camadas varia, nas diferentes espécies, com a capacidade de
suporte das células de Sertoli (Russell & Peterson, 1984). Embora o tamanho e populacdo
de células germinativas estejam sujeitos a variacdes espécie especificas em seu tamanho, o
namero destas camadas néo sofre alteragdes devido a constante producéo de espermatécitos

primérios na porgcdo basal e simultanea liberacdo destas células como espermatozoides na
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porcao luminal (Russell et al., 1990a) A altura do epitélio seminifero de oncas pardas
adultas foi em média @m, abaixo dos 8Ilm observados no gato doméstico (Godinho,
1999), porém, dentro da amplitude observada nos animais domésticos, que é de 60 a 100
um (Franca & Russell, 1998).
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5.0-O CICLO DO EPITELIO SEMINIFERO E SUA DURACAO NA
ONCA PARDA (Puma concolor)

Resumo

Embora a onca parda seja o segundo maior felino das Américas e apresente uma ampla
distribuicdo latitudinal, abrangendo os mais diversos habitats, muito pouco se sabe a
respeito de sua morfofisiologia testicular, incluindo o processo espermatogénico. Neste
estudo, a duracdo do ciclo do epitélio seminifero foi estimada usando-se injecdes
intratesticulares de timidina triciada. A duracéo total do ciclo do epitélio seminifero da onca
parda foi calculada em 9,96 dias e como aproximadamente 4,5 ciclos do epitélio seminifero
S840 necessarios para que todo o processo espermatogénico seja completado, cerca de 44,8
dias sdo despendidos na producdo de espermatozoides, a partir de uma espermatogonia. A
duracdo da espermiogénese, profase e demais eventos da meiose da onca parda adulta
foram respectivamente 14,08; 15,2 e 1,79 dias. Foram descritos oito estadios do ciclo do
epitélio seminifero, através do método da morfologia tubular, o qual se baseia na forma e
posicdo do nucleo das espermatides e na ocorréncia de divisbes meibticas. Os valores
observados na onca parda para a frequéncia relativa das fases pré-meiotica, meiética e pos
meiotica foram respectivamente 4,0; 1,8 e 4,15 dias.

Palavras-chave:espermatogénese, duracéo do ciclo do epitélio seminifero, Puma concolor
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Introducéao

A onga parda ou suguarana (Puma concolor) é o segundo maior felino do continente
americang podendo atingir mais de 100 Kg, perdendo apenas para a onca pintada
(Panthera onca), embora individuos de distribuicdo equatorial sejam menores que os de
latitudes extremas (Kitchener, 1991). Possui ampla distribuicdo latitudinal, abrangendo
assim, os mais diversos habitats, ocorrendo desde o Canada até o Chile, incluindo também
o Brasil (Redford & Eisenberg, 1992). Quanto ao status de conservacao € considerada uma
espécie ameacada de extingdo, mas em algumas areas de floresta atlantica, cerrado e
caatinga ja foram praticamente exterminadas.

A presenca de predadores da ordem carnivora pode ser utilizada como indicadora da
higidez de um ecossistema, por ocuparem o topo da cadeia alimentar. Estes animais sao co-
responsaveis pelo equilibrio das areas onde ocorrem. Os felideos, na regido neotropical, séo
0s principais representantes desta ordem. A caréncia de informacdes na morfofisiologia
reprodutiva da onca parda (Puma concolor) e sua relativa abundancia em cativeiro tornam
esta espécie um bom modelo experimental para a coleta de dados.

O processo espermatogénico ocorre de modo altamente organizado, espacial e
cronologicamente, em associacdes predeterminadas entre diferentes tipos celulares. Pode
ser dividido em trés fases, baseadas em consideracdes morfologicas e funcionais: (1) fase
proliferativa (espermatogonial), na qual as células sofrem rapidas e sucessivas divisdes
mitéticas; (2) fase meidtica (espermatécitos), na qual o material genético é duplicado e
passa por recombinacdo genética; e (3) fase de diferenciacdo ou espermiogénica
(espermétides), na qual as espermétides sofrem enormes modifica¢des, transformando-se
em células muito especializadas e estruturalmente equipadas para alcancar e fertilizar os
ovocitos, os espermatozoéides (Russell et al., 1990).

O ciclo do epitélio seminifero refere-se ao periodo de tempo em que, em um mesmo
segmento do tabulo, um dado estadio volta a se repetir. Cerca de 4,5 ciclos sdo necessarios
para que todo o processo espermatogénico ocorra (Berndston, 1977), ou seja, a cada ciclo
gue se repete, a célula germinativa apresenta-se em uma fase mais avancada do processo,
até que de uma espermatogbnia produz-se espermatozodides liberados no lume tubular
(Paula , 1999).
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A duracdo do ciclo do epitélio seminifero € uma constante biolégica espécie
especifica, a qual esta sob o controle do gendtipo da célula germinativa (Franca et al.,
1998), ndo sendo influenciada por qualquer fator conhecido (Clermont, 1972; Amann &
Schanbacher, 1983).

O estudo sobre a morfologia testicular e 0 processo espermatogénico, em uma dada
espécie, € fundamental para o estabelecimento dos padrdes fisioldgicos com os quais pode-
se estabelecer protocolos para reproducao assistida. Estes padrdes fornecem ainda subsidios
para o conhecimento de uma gama de particularidades sobre a biologia reprodutiva das

diferentes espécies (Fawcett et al., 1973).

Material e Métodos

Foram utilizadas nove ongas pardas, machos adultos, procedentes de Zooldgicos do
Distrito Federal, Minas Gerais e Sao Paulo, por ocasido do manejo realizado pelos
pesquisadores do Centro Nacional de Conservacdo de Felinos Neotropicais, SRindiai-
(CNCFN), o gual foi criado pela portaria 106 de 26 de dezembro de 1996, dando a esta
ONG o direito de manejo em cativeiro e formacao de um plantel préprio das seis espécies
de pequenos felinos e das duas espécies de grandes felinos, todas ameacadas de extincao.

Os animais foram contidos quimicamente, com a utilizacdo de dardos anestésicos e
mantidos em anestesia geral com a associacao cloridrato de ketamina / xilazina. Todo o
procedimento foi monitorado, aferindo-se temperatura, movimentos respiratorios e
batimentos cardiacos em intervalos de dez minutos. Uma vez anestesiado o animal era
pesado e eram coletados materiais biolégicos (pélo, pele, sangue e fezes) e dados
biométricos corporais segundo protocolo do Centro Nacional de Conservacdo de Felinos
Neotropicais. Os testiculos foram mensurados quanto a largura, comprimento e espessura
antes dos preparativos para o procedimento cirargico.

Para a determinacdo da durag&o do ciclo do epitélio seminifero, empregou-se como
marcador das ceélulas da linhagem espermatogénica solucdo de 0,1% de timidina triciada
((metil-*Hltimidina, Amersham, Life Science,England), numa concentracéo radioativa de

1,0 mCi/ml. Para tal um animal adulto recebeu, através de seringa hipodérmica, injecdes
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intratesticulares em trés pontos distintos de 0,1 ml de timidina triciada, na extremidade
caudata do testiculo direito, o qual foi biopsiado sete dias depois.

O procedimento cirargico de bidpsia foi iniciado com a tricotomia do escroto e
antissepsia local. Uma pequena incisdo na pele foi feita e através de um “punch” de pele
com 4 mm de diametro, para remocao de um fragmento da regido media do testiculo direito
ou esquerdo. Este fragmento foi cuidadosamente manipulado e imediatamente imerso em
solucéo de aldeido glutarico (Mef§ld% em tampao fosfato 0,1M pH 7,4, por duas horas,
sendo entdo armazenados sob refrigeracCad mesmo tampé&o até o processamento
histolégico. Foi suturada separadamente a albuginea testicular, a tunica fibrosa e a pele
utilizando-se fio absorvivel (Vicr§). O animal recebeu antibioticoterapia profilatica.

Para estudos em microscopia de luz os fragmentos foram desidratados em bateria de
etanol em concentracdes crescente$, @@, 9F e 100), infiltrados em solucéo de glicol
metacrilato (Historesin, Leica Instruments) e incluidos, no mesmo meio por adicdo do
catalisador (Dimetil sulfoxido). Cortes de quatro micrometrosn®® de espessura foram
obtidos através microtomo rotativo, dotado de navalha de vidro. Estes cortes foram
montados em laminas de vidro apés coloragdo por solu¢do de Azul de Toluidina-Borato de
Saodio a 1%.

As laminas foram analisadas em microscopio de luz para caracterizacdo dos oito
estadios do ciclo do epitélio seminifero segundo o método da morfologia tubular. Foram
computadas as freqUéncias relativas destes estadios em cerca de 150 secc¢fes transversais de
tubulos seminiferos, observados aleatoriamente em cada animal.

Para a identificacdo das células marcadas pela timidina triciada foi executado
processamento radioautografico conforme técnica descrita por Bundy (1995). As
preparacdes histoldgicas dos fragmentos testiculares biopsiados proximos ao local de
injecdo de timidina triciada foram cobertas com emulsdo fotografica Kodak NTB-2 (
Eastman Kodak Co., Rochester, NY, EUA). Este procedimento foi executado em camara
totalmente escura através de imersdo das laminas em emulsdo mantida liquida em banho-
maria a 48C. Estas laminas foram entdo acondicionadas em uma caixa & prova de luz e
armazenadas em geladeira, °&€ 4or dois meses. Este periodo é considerado suficiente
para a sensibilizacdo dos graos de prata da emulséo, pelo radioisotopo. Apds este periodo as

laminas foram reveladas, em camara totalmente escura, com solu¢cdo aquosa (1:1) do
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revelador Kodak D-19 por 4 minutos, & temperatura d€.18s laminas foram entdo
lavadas em agua destilada e fixadas em fixador Kodak F5 por cinco minutos, a temperatura
ambiente. Novamente lavadas em agua destilada, as laminas foram secas a temperatura
ambiente, cobertas com laminulas de vidro e analisadas em microscopio de luz. Baseando-
se na posicdo da célula marcada mais avancada apos a injecdo e nas frequémness relati
dos estadios do ciclo do epitélio seminifero, calculou-se a duracao total do ciclo do epitélio

seminifero.

Resultados

O ciclo do epitélio seminifero da onca parda foi dividido didaticamente em oito
estadios baseados na forma, presenca e localizacdo dos nulcleos de espermatogonias,
espermatocitos primarios, espermatides, e na presenca de Figuras de divisbes meibticas, e
descritos como se seguem:

Estadio 1

O estadio 1 foi caracterizado pela presenca de uma geracdo de espermatides, com
nucleos arredondados e escuros, 0s quais em geral formavam trés a quatro camadas na parte
superior do epitélio seminifero. Os nucleos da células de Sertoli apresentaram um nucléolo
bem desenvolvido, medindo cerca de 25 de diametro, e cromatina frouxa.
Espermatogbnias do tipo A e espermatocitos primarios, na transicdo pré-leptéteno para
leptoteno, foram observados proximo a membrana basal. Espermatocitos em paquiteno
estavam localizados entre as espermatides arredondadas e espermatocitos em pré-
leptéteno/leptoteno (Figura 1a).

Estadio 2

Neste estadio foram observadas espermatides com nucleos em fase de alongamento
e orientados em direcdo aos nucleos de células de Sertoli. Espermatocitos primarios em
leptétenos, localizados proximos a lamina basal, e espermatdcitos primarios em paquiteno,
na transicdo para espermatdcitos em diploteno, foram também observados. Nucleos e
nucléolos de célula de Sertoli, e espermatogbnias do tipo A apresentaram morfologia

semelhante aquela observada no estadio anterior. (Figura 1b)
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Estadio 3

Espermatides alongadas formavam feixes compostos por poucos nucleos. Duas
geracles de espermatdcitos primarios estavam presentes neste estadio: espermatocitos em
zigoteno e diploteno com seus nucleos caracteristicamente grandes. Nucleos de células de
Sertoli com seu nucléolo proeminente e espermatogbénia do tipo A foram observados
proximos a lamina basal. (Figura 1c).

Estadio 4

A ocorréncia de duas divisbes meibdticas foi 0 aspecto mais caracteristico deste
estadio, com a observacao de placas metafasicas. Espermatécitos em diplétenos formam
espermatécitos secundarios, os quais se dividem produzindo espermétides arredondadas.
Feixes de esperméatides alongadas e espermatdécitos primarios na transicao zigéteno para
paquiteno também foram observados. Nuacleos de células de Sertoli eram semelhantes aos
observados no estadio anterior. (Figura 1d).

Estadio 5

Duas geracdes de espermatides estavam presentes neste estadio, esperméatides
arredondadas recém-formadas e espermatides alongadas. Embora tenha apresentado
diametro menor, a morfologia do nucleo de espermatides arredondadas foi similar a
observada para espermatécitos secundarios. Feixes de espermatides alongadas estavam
localizados em criptas das células de Sertoli, ndo sendo incomum a observacao de alguns
nacleos situados profundamente no epitélio seminifero. Espermatdcitos primarios na
transicdo de zigéteno para paquiteno foram observados entre as espermatides arredondadas
e 0 compartimento basal. Espermatogénias do tipo A estavam presentes na base.do tubulo
Nucleos de células de Sertoli com nucléolo proeminente apresentavam seu eixo
longitudinal, de maneira geral, perpendicular a lamina basal. (Figura 1e).

Estadio 6

Todos os tipos celulares observados no estadio anterior estavam presentes, com
excecdo dos espermatocitos em zigéteno. O aspecto caracteristico deste estadio foi que os
feixes de espermatides estavam, de maneira geral, mais proximos do lume tubular.
Espermatdcitos primarios em paquitenos encontravam-se na regido média do epitélio
seminifero. Nucleos de células de Sertoli e espermatogbnias do tipo A estavam presentes

proximos a lamina basal. Espermatogdnias intermediarias foram também observadas neste
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estadio. Este tipo celular apresentava nucleo menor e mais escuro quando comparado com
aqueles de espermatogodnias do tipo A. (Figura 1f).

Estadio 7

Neste estadio, os feixes de espermatides alongadas apresentavam-se dissociados e
estavam localizados proximos ao lume tubular. NuUcleos dos espermatocitos primarios em
paquiteno foram observados na regido média do epitélio. As espermatogbnias do tipo B,
também presentes neste estadio apresentavam nucléolos arredondados ou ovoides e com
grande quantidade de heterocromatina. Os outros tipos celulares presentes neste estadio
foram as espermatides arredondadas, espermatogodnias do tipo A e células de Sertoli.
(Figura 19).

Estadio 8

O aspecto mais caracteristico deste estadio foi a localizacdo das espermatides
alongadas prontas para serem liberadas do epitélio seminifero. Corpos residuais eram pouco
evidenciados e estavam situados na borda luminal do epitélio. Espermatdcitos em
paquiteno, esperméatides arredondadas, espermatogbdnias do tipo A e células de Sertoli
estavam também presentes. Espermatdcitos em pré-leptdteno foram observados proximos a
lamina basal. (Figura 1h).

A frequiéncia relativa de cada estadio do ciclo do epitélio seminifero da onca parda
esta representada na tabela 1 e na tabela 2, pode-se observar o agrupamento destes estadios
nas fases pré-meidtica (estadios 1 ao 3), meidtica (estadio 4) e pds-meidtica (estadio 5 ao
8).

A duracéo total do ciclo do epitélio seminifero da onca parda foi calculada em 9,96
dias, visto que as células contendo marcacéo radioativa mais avancada, apés uma semana
da aplicac&o do radioisotopo, foram os espermatdcitos primarios em paquiteno no estadio 5
(Figura 2), sendo 70,7 % do ciclo percorridos neste periodo (Figura 3). A duracdo dos
diferentes estadios do ciclo do epitélio seminifero e das fases pré-meidtica, meidtica e pos-
meiotica estdo descritos nas tabelas 1 e 2. Como aproximadamente 4,5 ciclos do epitélio
seminifero sdo necessarios para que todo o0 processo espermatogénico seja completado,
cerca de 44,8 dias sdo despendidos na producdo de espermatozodides a partir de uma

espermatogbnia. Com base nestes dados foi possivel estimar que a duracdo da
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espermiogenese, profase e demais eventos da meiose da onca parda adulta foram

respectivamente 14,08; 15,2 e 1,79 dias.

e

Figura 1- Montagem fotogréfica contendo os oito estadios do ciclo do epitélio seminifargada
parda. Estadio 1 (a); estadio 2 (b); estadio 3 (c); estadio 4 (d); estadi@&tdd)o 6 (f); estadio 7
(9); estadio 8 (h). Célula de Sertoli (S); espermatogonia (Sg); espermatauirio na transicao
pré-leptoteno/leptoteno (PI/L); espermatdcito primario em leptéteno (L); espermaidciario em
zigéteno (2); espermatdcito primario na transicao zigéteno/paquiteno (4iBymnesocito primario
em paquiteno (P); espermatdcito primario em dipléteno (D); placas metafdéjcaspermatides
arredondadas (Ar); espermatides alongadas (Al). Azul de toluidina (400X).
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Tabela 1- Frequéncia relativa e duracdo dos estadios do ciclo do epitélio senanifemcas

pardas.
Estadios Frequéncia (%)* Duracéao (dias)
1 13+ 3,3 1,29
2 14,4+ 2,0 1,43
3 12,7+ 2,6 1,26
4 18+ 1,8 1,79
5 12,6+ 4,6 1,25
6 7,9+ 2,2 0,78
7 8,4+ 1,7 0,83
8 12,7+ 2,1 1,26

*média+ desvio padrdo, n=5.

Tabela 2- Frequéncia relativa e duracado das fases pré-meiética, meidtieaeidis do ciclo do

epitélio seminifero em oncas pardas.

Fase pré-meiétic: Fase meidtica Fase pds-meidtic
Frequéncia (%)* 40,1+4,5 18+1,8 41,#3,9
Duracgéo (dias) 4,0 1,8 4,15

* médiat+ desvio padréo, n=>5.

22



Figura 2- Estadio 5 do ciclo do epitélio seminifero de onga parda adulta, ap0smana &
aplicacdo do radioisétopo, demonstrando marcacdo autoradiografica em espermatO@tass prim
em paquiteno. Azul de toluidina (300X).
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Espermatozoide

\Y
1l
I
|
A A A A A A A A
Estadios 1 2 3 4 5 6 7 8
Frequéncia (%) 13,0 14,4 12,7 18,0 12,6 7,9 8,4 12,7
Duragdo (dias) 1,29 1,43 1,26 1,79 1,25 0,78 0,83 1,26

Figura 3— Diagrama (Paula,1999) mostrando a célula germinativa marcada mais avancada (seta)
nos oito estadios do ciclo, ap6s uma semana da inje¢cdo de timidina triciada. NUmeros romanos
indicam o ciclo espermatogénico. O espaco dado a cada coluna é proporcional a sua freqiiéncia
relativa. Letras em cada coluna indicam as células germinativas caracteristicda dst@dio do

ciclo. Espermatogénia do tipo A (A); espermatog6nia intermediaria (In); espermatdgdipa B

(B); espermatécito primario: em pré-leptéteno (Pl); em leptoéteno (L); em zigdnoem
paquiteno (P); em dipl6teno (D); espermatdcito secundario (S); espermatide arred@myjada

espermatide alongada (Al).
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Discussao

O processo espermatogénico refere-se a uma série de eventos que ocorrem no
epitélio seminifero desde a divisdo da espermatogdnia do tipatéAa liberacdo de
espermatozoides no lume tubular (Ortavant et al., 1977; Russell et al.,, 1990a).
Conceitualmente, este processo é didaticamente descrito como uma sequéncia ciclica de
sucessodes ordenadas de associacdes celulares, ou estadios, que ocorrem no tempo em uma
dada area do epitélio seminifero (Russell et al., 1990a ; Sharpe, 1994). O ciclo do epitélio
seminifero refere-se ao periodo de tempo em que, em um mesmo segmento do tabulo, um
dado estadio volta a se repetir (Leblond & Clermont, 1952; Clermont, 1972; Berndtson,
1977; Amann & Schanbacher, 1983; Russell et al., 1990a; Castro et al., 1997). Cerca de 4,5
ciclos sdo necessarios para que todo o processo espermatogénico ocorra (Figura 3), ou seja,
a cada ciclo que se repete, a célula germinativa apresenta-se em uma fagentaia alo
processo, até que de uma espermatogdnia produz-se espermatozéides liberados no lume
tubular (Paula, 1999).

Conforme ja citado, no presente trabalho os estadios do ciclo foram classificados de
acordo com o método da morfologia tubular, o qual se baseia na forma e posi¢cdo do nucleo
das espermétides e na ocorréncia das divisdes meidticas. A onca parda apresenta, de
maneira geral, a espermatogénese muito semelhante a descrita para o gato e demais
espécies ja estudadas (Godinho, 1999; Russell et al., 1990a; De Rooij, 1998).

Usualmente, um unico estadio do ciclo do epitélio seminifero foi observado por
seccao transversal de tubulo seminifero em oncga parda. Esta observacdo esta de acordo com
o relatado na literatura, onde, com excecdo de alguns primatas, o arranjo dos estadios do
ciclo espermatogénico é segmentar em todos os mamiferos ja investigados (Sharpe, 1994).

Apesar da frequéncia relativa dos estadios do ciclo ser considerada classicamente
como uma constante para uma determinada espécie, variacdo individual de até 50% acima
ou abaixo do valor médio encontrado foi observada no presente estudo. Embora com maior

amplitude, estes achados estdo de acordo com os resultados encontrados por Hess et al.
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(1990) para o rato, Franca & Cardoso (1998) para o suino, Franca et al. (1999) para o
caprino e muito préximos ao observado por Godinho (1999) para o gato.

Os diferentes estadios podem ser agrupados em trés fases tomando-se como ponto
de referéncia a meiose, conforme descrito a seguir: fase pré-meidtica, possui uma geracao
de espermatides e inclui os estadios do ciclo compreendidos entre o final da espermiacéo e
antes das divisdes meibticas; fase meidtica, compreende o estadio no qual ocorrem as duas
divisbes meibticas e os espermatécitos secundarios estdo presentes; e fase poés-meibtica,
gue contem duas geracfes de espermatides e vai desde a formacao de novas espermatides
arredondadas até a espermiacao das espermatides alongadas. Os valores observados na onca
parda para a freqiéncia relativa das fases pré-meiética, meidtica e pds-meiotica
aproximam-se daqueles encontrados para o0 gato doméstico (45,5; 17,6; 36,9
respectivamente) (Godinho, 1999) e esta dentro da amplitude observada para a maioria das
espécies ja estudadas (Guerra, 1983).

A timidina triciada € incorporada ao nucleo das células germinativas que estédo
sintetizando DNA no momento da injecdo, especificamente espermatogbnias e
espermatocitos primarios em pré-leptoteno/leptéteno no estaddio 1 do ciclo do epitélio
seminifero. Portanto, coletando-se fragmentos testiculares em intervalo de tempo conhecido
apos a injecao, € possivel através da identificacdo das células marcadas e o estadio em que
se encontram, estimar o percentual do ciclo percorrido e assim inferir sua duracdo em dias
(Figura 2). Em mamiferos de maneira geral, a dura¢cdo mais curta do ciclo (6,7 dias) ocorre
no roedor “bank vole” (Cletheriomys glareolus) (Grocock & Clarke, 1976), enquanto as
mais longas citadas foram para o gamba (Didelphis albiventris, 17,3 dias) (Queiroz &
Nogueira, 1992) e para o hamster chinés (Cricetulus griseus, 17,0 dias) (Oud & De Rooij,
1977). Dentre cerca de 30 diferentes espécies de mamiferos investigadas até o presente
momento, a duragdo de um ciclo espermatogénico ficou entre 10 e 14 dias em 60% delas,
enquanto em 30% esta duracao foi de 7 dias a 9 dias. Assim, a duracdo da espermatogénese
na onga parda esta dentro da faixa observada para a maioria dos mamiferos egtudados.
duracéo do ciclo do epitélio seminifero bem como da espermiogénese, da profase meidtica
e das demais fases da meiose da onca parda, foram muito préximas as observadas no gato
doméstico (Godinho, 1999) e este fato aparentemente corrobora com a teoria da

proximidade filogenética entre o gato doméstico e o puma (Hast 1989).
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6.0-O RENDIMENTO INTRINSECO DA ESPERMATOGENESE, O
INDICE DE CELULAS DE SERTOLI E A PRODUCAO
ESPERMATICA DIARIA DA ONCA PARDA (Puma concolor)

Resumo

O estudo do processo espermatogénico torna-se extremamente relevante, subsidiando com
informacfes basicas o desenvolvimento e sedimentacdo de tecnologias em reproducao
assistida. Embora a onca parda (Puma concolor) seja o segundo maior felino das Américas
e apresente uma ampla distribuicdo latitudinal, muito pouco se sabe a respeito de sua
morfofisiologia testicular, incluindo a sua espermatogénese. Neste trabalho estimou-se que
na onca parda cerca de 7,7 espermatdcitos primarios sdo produzidos a partir de uma
espermatogbnia do tipo A. O rendimento meidtico foi em torno de 3,0 células, o que
equivale a uma perda de 25% no processo meidtico;, o rendimento geral da
espermatogénese foi de 22,7 células. Cada célula de Sertoli é capaz de sustentar cerca de
12,5 células germinativas, das quais 7,3 sdo espermétides arredondadas. A onca parda, com
aproximadamente vinte e seis milhdes de espermatozoéides produzidos por grama de
testiculo por dia, encontra-se classificada entre as espécies de alta eficiéncia

espermatogénica.

Palavras chave:rendimento intrinseco da espermatogénese, indice de células de Sertoli, produgéo

espermatica diaria, Puma concolor.
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Summary

The study of the spermatogenic process is extremely important, subsidizing with basic
information the development and sedimentation of technologies in attended reproduction.
Although the puma (Puma concolor) is the second biggest cat of Americas and present an
ample latitudinal distribution, much little are known regarding its testicular morfofisiology,
including its spermatogenesis. In this work it was estimated that in the puma about 7.7
primary spermatocites are produced from a spermatogonia of the type A. To the meiotic
yield was around 3.0 cells, what is equivalent to a loss of 25% in the meiotic process; the
general yield of spermatogenesis was 22.7 cells. Each Sertoli cell is capable to support
about 12.5 germinatives cells, of which 7.3 are rounded spermatides. The puma, with
approximately twenty six million spermatozoa produced per gram of testicule per day, is

classified in the highest spermatogenic efficiency species.

Keywords: intrinsec yield of spermatogenesis, Sertoli cell index, daily sperm productiorg Pum

concolor

Introducéo

A onga parda ou suguarana (Puma concolor) é o segundo maior felino do continente
americang podendo atingir mais de 100 Kg, perdendo apenas para a onga pintada
(Panthera onca), embora os individuos de distribuicdo equatorial sejam menores que os de
latitudes extremas (KITCHENER, 1991). Possui ampla distribuicéo latitudinal, abrangendo
assim, os mais diversos habitats, ocorrendo desde o Canada até o Chile, incluindo também
o Brasil (REDFORD and EISENBERG, 1992). Quanto ao status de conservacdo é
considerada uma espécie ameacada de extingdo, mas em algumas areas de floresta atlantica,
cerrado e caatinga ja foram praticamente exterminadas.

A presenca de predadores da ordem carnivora pode ser utilizada como indicadora da
higidez de um ecossistema, por que ocupam o topo da cadeia alimentar, sendo co-
responsaveis pelo equilibrio das areas onde ocorrem. Os felideos, nas regides neotropicais,

Sao 0s principais representantes desta ordem.
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A caréncia de informacdes sobre a morfofisiologia reprodutiva da onc¢a parda (Puma
concolor) e sua relativa abundancia em cativeiro, tornam esta espécie um bom modelo
experimental para a coleta de dados.

A eficiéncia do processo espermatogénico pode ser acuradamente avaliada através
das razGes obtidas a partir das populacdes celulares nos diferentes estadios do ciclo do
epitélio seminifero. Esta pratica permite a comparagéo entre diferentes espécies uma vez
que reflete numericamente a producdo entre as diferentes fases do processo
espermatogénico. Estas razdes ou indices celulares constituem o rendimento intrinseco da
espermatogénese e referem-se ao coeficiente de eficiéncia de mitoses espermatogoniais,
rendimento meio6tico e rendimento geral da espermatogénese. Além desse método de
avaliacdo do processo espermatogénico a determinacéo da producao espermatica diaria por
grama de testiculo constitui num dos parametros mais efetivos e de facil comparacéao entre
as espécies, pois elimina a disparidade exercida pelo peso testicular e a duracdo da
espermatogénese.

O numero de células de Sertoli por testiculo é o principal fator na determinacdo da
producdo esperméatica e no tamanho do testiculo (FRANCA et al., 1995). Tal assertiva
baseia-se no fato de que as células de Sertoli ttm uma capacidade de suporte de células
germinativas relativamente fixa para cada espécie e que a populacéo deste tipo celular ndo
aumenta ap0s a puberdade (STEINBERGER & STEINBERGER, 1971; ORTH, 1982;
ORTH et al., 1988; FRANCA & RUSSELL, 1998). Desta forma, o niamero de células
germinativas suportado por uma unica célula de Sertoli (indice de células de Sertoli) € o
melhor indicativo da eficiéncia funcional destas células (RUSSELL & PETERSON, 1984).

O estudo sobre a morfologia testicular e o processo espermatogénico sao
fundamentais para o estabelecimento dos padrbes fisiolégicos com o0s quais pode-se
estabelecer protocolos para reproducéo assistida. Estes padrdes fornecem ainda subsidios
para o conhecimento de uma gama de particularidades sobre a biologia reprodutiva das
diferentes espécies (FAWCETT et al., 1973).
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Material e Métodos

Foram utilizadas nove oncgas pardas, machos adultos, procedentes de Zooldgicos do
Distrito Federal, Minas Gerais e Sao Paulo, por ocasido do manejo realizado pelos
pesquisadores do Centro Nacional de Conservacdo de Felinos Neotropicais, SRindiai-
(CNCFN), o qual foi criado pela portaria 106 de 26 de dezembro de 1996, dando a esta
ONG o direito de manejo em cativeiro e formacdo de um plantel proprio das seis espécies
de pequenos felinos e das duas espécies de grandes felinos, todas ameacadas de extin¢ao.

Foram utilizadas nove oncas pardas, machos adultos, oriundos de Zoologicos do
Distrito Federal, Minas Gerais e Sao Paulo, por ocasido do manejo realizado pelos
pesquisadores do Centro Nacional de Conservacdo de Felinos Neotropicais, SRindiai-
(CNCFN), com autorizagdo do Instituto Brasileiro de Meio Ambiente e Recursos Naturais
Renovaveis (IBAMA).

Os animais foram contidos quimicamente, com a utilizacdo de dardos anestésicos, e
mantidos em anestesia geral com o uso de 10mg/kg de ketamina associada a 1mg/kg de
xilazina. Todo o procedimento foi monitorado, aferindo-se temperatura, movimentos
respiratorios e batimentos cardiacos em intervalos de dez minutos. Uma vez anestesiado o
animal era pesado e eram coletados materiais biolégicos (pélo, pele, sangue e fezes) e
dados biométricos corporais como protocolo do Centro Nacional de Conservacdo de
Felinos Neotropicais. Os testiculos foram mensurados percutaneamente quanto a largura,
comprimento e espessura antes dos preparativos para o procedimento cirrgico.

O procedimento cirdrgico de biopsia foi iniciado com a tricotomia do escroto e
antissepsia local. Utilizou-se um punch de pele com 4 mm de diametro, para facilitar a
introdugdo do “punch”, no parénquima testicular, uma pequena incisdo na pele foi feita.
Obteve-se um fragmento da regido média do testiculo direito ou esquerdo. Este fragmento
foi cuidadosamente manipulado ao ser removido do punch e imediatamente imerso em
solucéo de aldeido glutarico (Mef§ld% em tampao fosfato 0,1M pH 7,4, por duas horas,
sendo entdo armazenados sob refrigeracd€ ard mesmo tamp&o até o processamento.

Foi suturada separadamente a albuginea testicular, a tanica fibrosa e a pele utilihando-se

absorvivel (VicryP). O animal recebeu antibioticoterapia profilatica.
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Para estudos em microscopia deluz os fragmentos foram desidratados em bateria de
alcoois de concentragdes crescente$, @@, 9 e 100), infiltrados em solucéo de glicol
metacrilato (Historesin, Leica Instruments) e incluidos, no mesmo meio por adicdo do
catalisador (Dimetil sulfoxido). Cortes de quatro micrometrogn} de espessura foram
obtidos através micrétomo rotativo, dotado de navalha de vidro e corados com solucédo de
Azul de Toluidina/ Borato de sodio a 1%.

As populacdes das células germinativas e células de Sertoli foram computadas em
10 seccdes transversais de tubulos, em cada um dos oito estadios do ciclo do epitélio
seminifero. Devido as variacdes no diametro das diferentes células, foi necesséario a
correcdo numérica da populacao celular, assim, a contagem obtida para cada tipo celular foi
corrigida a partir da formula de ABERCROMBIE (1946) modificada por AMANN &
ALMQUIST (1962) que considera o diametro nuclear médio e a espessura do corte. Pelo
fato da célula de Sertoli apresentar nucleo irregular, a corre¢cdo da populacdo da mesma foi
feita a partir do diametro nucleolar médio.

O rendimento intrinseco da espermatogénese foi estimado com base nas razdes
encontradas entre os niumeros celulares corrigidos obtidos por sec¢ao transversal de tubulo
seminifero. Foram calculados: o coeficiente de eficiéncia de mitoses espermatogoniais
(razdo entre o nimero de espermatécitos primarios em pré-leptéteno/leptéteno e o nimero
de espermatog6nias do tipo A, no estadio 1 do ciclo do epitélio seminifero); o rendimento
meibtico (razdo entre o numero de espermatides arredondadas no estadio 5 e o numero de
espermatdécitos primarios em dipléteno, no estadio 3 do ciclo do epitélio seminifero); e o
rendimento geral da espermatogénese (razdo entre o numero de espermatides arredondadas
e 0 numero de espermatogdnias do tipo A, no estadio 1 do ciclo do epitélio seminifero).

Com o objetivo de se investigar a capacidade de suporte das células de Sertoli,
foram estimadas as razdes entre a populacdo das células germinativas e a populacéo de
células de Sertoli, observadas no estadio 1 do ciclo do epitélio seminifero.

A producédo espermética diéria, foi calculada a partir da férmula: PED= populagéo
de espermatides arredondadas por secc¢éo de tubulo seminifero no estadio 1 x comprimento
total de tubulos seminiferos (Item 4.0) / espessura do corte histologico x duracéo do ciclo

do epitélio seminifero, (calculado em 9,96 dias, através do uso de timidina triciada como
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marcador celular; (Item 5.0)). A partir do peso do testiculo foi calculada a producédo

espermatica diaria por grama.

Resultados e Discussao

A eficiéncia do processo espermatogénico pode ser acuradamente avaliada através
das razOes obtidas a partir das populacdes celulares nos diferentes estadios do ciclo do
epitélio seminifero. Esta pratica permite a comparacao entre diferentes espécies uma vez
que reflete numericamente a producdo entre as diferentes fases do processo
espermatogénico. Estas razfes ou indices celulares referem-se ao coeficiente de eficiéncia
de mitoses espermatogoniais, ao rendimento meiético e ao rendimento geral da
espermatogénese.

O coeficiente de eficiéncia de mitoses espermatogoniais € uma quantificacdo das
perdas ou degeneragOes ocorridas durante a fase espermatogonial. Estas degeneracoes
celulares referem-se a apoptoses, densidade dependentes, que visam a adequacdo da
populacdo de células germinativas a capacidade de suporte das células de Sertoli (DE
ROOIJ & LOK, 1987; SHARPE, 1994). O coeficiente de eficiéncia de mitoses
espermatogoniais € a razdo entre a populacdo de espermatdcitos primarios em Pré-
leptéteno/leptéteno e a populacdo de espermatogbnias do tipo A no estadio 1 do ciclo do
epitélio seminifero. Na onga parda cerca de 7,7 espermatoécitos primarios sdo produzidos a
partir de uma espermatogonia do tipo A (Tabela 1), valor este muito proximo ao observado
para o gato domeéstico (8,4) (GODINHO, 1999), porém muito abaixo da amplitude
observada deste coeficiente para a maioria dos animais domésticos (14,6 a 24, 8, FRANCA
& RUSSELL, 1998).

Nem todo espermatécito que entra em meiose completa seu desenvolvimento em
espermatide e € liberado como espermatozéide. Alguma degeneracdo ocorre durante a
meiose ou raramente durante a espermiogénese, sendo que o periodo mais critico para que
isto ocorra é a metéfase, no fim da meiose, a degeneracdo durante a metafaaoe um f

comum a maioria dos mamiferos (ROOSEN-RUNGE, 1973). O rendimento meiético
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refere-se a eficiéncia das divisbes meidticas durante o processo espermatogénico. Embora
teoricamente 4 espermatides possam ser produzidas a partir de um espermatocito primario,
uma perda de 5 a 30% € observada ao final da meiose nos animais domésticos (FRANCA
& RUSSELL, 1998). A onca parda apresentou um rendimento meidtico de 3,0( +1,3)
células (Tabelal), o que equivale a uma perda de 25% no processo meiotico, muito

proximo ao observado para o gato doméstico (2,8) (GODINHO, 1999).

Tabela 1- Rendimento intrinseco da espermatogénese e indices de células dmBentpdi parda

adulta.
Parametros Médiatdesvio padra
Coeficiente de mitoses espermatogoniais 7,7+£1,6
Rendimento meidtico 30+1;3
Rendimento geral da espermatogénese 22,7+£3,1
indice de células de Sertoli por total de células germinati 125+1,2
indice de células de Sertoli por espermatides arredonda 7,3+ 0,7

Produc&o espermatica diaria por grama de testiculo 26,8x 16 + 5,3x 16

O rendimento geral da espermatogénese avalia a eficiéncia do processo
espermatogénico como um todo, utilizando para isto a razdo entre a populacdo de
espermatides arredondadas e de espermatogdnias no estadio 1 do ciclo do epitélio
seminifero, uma vez que durante a fase espermiogénica (transicdo espermatide-
espermatozoide) a perda celular é insignificante (RUSSELL & CLERMONT, 1977). A
onca parda apresentou um rendimento geral da espermatogénese de 22,7 células, muito
baixo em relacdo & maioria dos animais domésticos (FRANCA & RUSSELL, 1998) e
animais de laboratério (FRANCA et al., 1999), mas acima do observado para o gato
domeéstico (16,3; GODINHO, 1999). No entanto em todos os mamiferos investigados
somente cerca de 15% a 30% dos espermatozodides teoricamente esperados sdo produzidos
(HUCKINS, 1978; FRANCA & RUSSELL, 1998; SWERDLOFF et al., 1998), ou seja, as

perdas celulares sdo um componente inerente ao processo espermatogénico.
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A célula de Sertoli ocupa um papel fundamental na morfofisiologia da
espermatogénese e sua funcdes incluem desde a sustentacao fisica das células germinativas,
até a producdo de inumeros fatores paracrinos/autocrinos que modulam a producéo
espermatica. Assim, o numero de células de Sertoli por testiculo é o principal fator na
determinacdo da producdo espermatica e no tamanho do testiculo (FRANCA et al., 1995).
Tal assertiva baseia-se no fato de que as células de Sertoli tém uma capacidade de suporte
de células germinativas relativamente fixa para cada espécie e que a populagédo deste tipo
celular ndo aumenta apoés a puberdade (STEINBERGER & STEINBERGER, 1971; ORTH,
1982; ORTH et al., 1988; FRANCA & RUSSELL, 1998). Desta forma, o indice de células
de Sertoli, razdo entre a populacdo de células germinativas e de células de Sertoli, é o
melhor indicativo da eficiéncia funcional destas células para uma dada espécie (RUSSELL
& PETERSON, 1984). Cada célula de Sertoli em oncas pardas € capaz de sustentar cerca
de 12,5 células germinativas das quais 7,3 sdo espermatides arredondadas (Tabelal). Este
altimo valor aproxima-se dos valores mais baixos encontrados para este parametro nas
espécies domésticas, porém acima do observado para o gato doméstico (GODINHO, 1999).

A producdo espermatica diaria por grama de testiculo € o parametro mais efetivo e
de facil comparacdo entre as espécies, pois elimina a disparidade exercida pelo peso
testicular e a duragcédo da espermatogénese. A alta eficiéncia espermatogénica observada em
alguns mamiferos deve-se principalmente a curta duracdo da espermatogénese, ao alto
namero de células de Sertoli por grama de parénquima testicular e alta capacidade de
suporte das células de Sertoli, a alta densidade volumétrica (%) de tubulos seminiferos no
testiculo, ao grande numero de geracdes de espermatogbnias e a baixa perda celular durante
0 processo espermatogénico (FRANCA & RUSSELL, 1998).

A andlise da literatura permite agrupar a producdo espermatica diaria por grama de
testiculo em trés patamares: espécies com alta eficiéncia espermatogénica e que produzem
cerca de vinte a trinta milhdes de espermatozoides, incluindo-se ai animais domesticos
como 0 suino, eqtino, ovino e o coelho (FRANCA & RUSSELL, 1998), o rato (ROBB et
al., 1978) e o macaco rhesus (AMANN et al.,, 1976); espécies com eficiéncia
espermatogénica média, produzindo de dez a vinte milhdes de espermatozdéides, dentre as
quais se encontram o bovino e o bufalo (FRANCA & RUSSELL, 1998), o gato doméstico
(GODINHO, 1999) e a capivara (PAULA, 1999); e por ultimo, espécies que produzem
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abaixo de dez milhdes de espermatozoides como por exemplo o homem (AMANN, 1981) e

o gamba (Didelphis albiventris) (QUEIROZ & NOGUEIRA, 1992). Conforme pode ser
observado, a onca parda, com producdo diaria de aproximadamente vinte e seis milhdes de
espermatozoides por grama de testiculo (Tabela 1), encontra-se entre as espécies de alta

eficiéncia espermatogénica.
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CONCLUSOES GERAIS

Com base nos dados obtidos é possivel concluir que, para a onca parda adulta:

1. O indice gonadossomatico foi 0,03%.

2. O volume médio de tubulos seminiferos por testiculo foi de 5,2 ml, o que
representou cerca de 78% do parénquima testicular.

3. Em relacdo a massa corporal, cerca de 0,02% desta é alocada em tabulos
seminiferos, ou seja, o indice tubulossomatico.

4. A onca parda adulta apresenta cerca de 18m de tubulos seminiferos por
grama de testiculo.

5. O compartimento intertubular representa cerca de 22% do parénquima
testicular, o que equivale a cerca de 1,5 ml por testiculo.

6. As células de Leydig isoladamente correspondem a 8% do parénquima
testicular, sendo o indice leydigossomético 0,002%.

7. O espaco intertubular foi caracterizado como sendo do tipo Il segundo a
classificagéo de Fawcett et al, (1973).

8. O diametro e a altura do epitélio seminifero foram em meédia 221,87
67,78m respectivamente.

9. A duracdo total do ciclo do epitélio seminifero da onca parda foi calculada

em 9,96 dias, sendo cerca de 44,8 dias despendidos na producéo de espermatozoides a
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10.

11.

12.

partir de uma espermatogonia. A duracdo da espermiogénese, préfase e demais eventos
da meiose foram respectivamente 14,08; 15,2 e 1,79 dias.

Quanto ao rendimento intrinseco da espermatogénese estimou-se que o
rendimento meidtico foi em torno de 3,0 células, o que equivale a uma perda de 25%
no processo meidtico; cerca de 7,7 espermatocitos primarios sdo produzidos a partir de
uma espermatogonia do tipo A e o rendimento geral da espermatogénese foi de 22,7
células.

Cada célula de Sertoli é capaz de sustentar 12,5 células germinativas, das
quais 7,3 sdo espermatides arredondadas.

A onca parda produz ao dia por grama de testiculo cerca de vinte e seis
milhdes de espermatozoéides, sendo classificada dentre as espécies de alta eficiéncia

espermatogénica.
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