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Resumo

BALARINI, Mayté Koch, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, maio de 2013.
Avaliacdo morfofuncional do testiculo e do processo espermatogénico dos roedores
silvestres Akodon cursor e Oligoryzomys nigripes (RODENTIA: Cricetidae).
Orientador: Sérgio Luis Pinto da Matta. Coorientadores: Tarcizio Antonio Régo de
Paula e Mariana Machado Neves.

Os roedores formam o grupo com maior diversidade de espécies na Classe Mammalia,
abrigando individuos de poucos gramas como o camundongo, até espécies de 90 quilos
como a capivara. A despeito de sua diversidade e do elevado numero de representantes,
poucos se sabe sobre a biologia reprodutiva da maioria dos animais deste grupo, o que
dificulta a aplicacdo de medidas de conservagdo e manejo das mesmas. Por sua
diversidade e pela facilidade de serem amostrados sistematicamente, os roedores
silvestres tornaram-se modelos muito uteis para investigagdes. Assim, objetivou-se
realizar estudos do processo espermatogénico de Oligoryzomys nigripes e Akodon
cursor, ambos endémicos da Mata Atlantica, visando obter dados basicos sobre a
reproducao de roedores silvestres. Fragmentos testiculares foram processados para
analise morfologica, imunohistoquimica e ultraestrutural. O indice gonadossomatico
encontrado para O. nigripes e A. cursor foi, respectivamente, de 0,68% e 0,74%
enquanto o indice tubulossomatico foi de 0,58% e 0,66%. Cada grama de testiculo de O.
nigripes e de A. cursor apresentou cerca de 23 e 27 metros, respectivamente. Em ambas
as espécies, o ciclo do epitélio seminifero foi caracterizado em oito estadios de acordo
com o método da morfologia tubular, e a duracdo de um ciclo foi de 3,93 dias em O.
nigripes e 4,26 dias em A. cursor sendo necessarios 17,68 ¢ 19,15 dias para a formagao
de espermatozoides a partir de espermatogdnias, respectivamente. A produgdo
espermatica didria por grama de testiculo foi 148x10° células em O. nigripes ¢ 142x10°
células em A. cursor. Em O. nigripes e A. cursor, o padrao de organizagdo dos
elementos constituintes do intertubulo apresentou células de Leydig isoladas ou
agrupadas, geralmente associadas ao tecido conjuntivo € vasos sanguineos e separadas
dos tibulos seminiferos por um espago linfatico. Embora seja o elemento mais
abundante do intertibulo nestas espécies, o volume individual das células de Leydig foi
considerado baixo, sendo de 804,60um® em O. nigripes e 858,7 um’em A. cursor. O
namero destas células por grama de testiculo foi, respectivamente, 25x10° e 38x10°
células. O indice Leydigossomatico (ILG), foi de 0,026% em O. nigripes e 0,044% em
A. cursor. Pode-se concluir que as espécies aqui estudadas apresentaram baixo

percentual de tecido intertubular e elevado percentual volumétrico de tubulo seminifero

viii



no parénquima testicular, o que juntamente com a curta duracdo do ciclo do epitélio
seminifero, as coloca entre as espécies com produgdo espermatica diaria recorde entre
os mamiferos. Tais caracteristicas podem ter estreita relacdo com o sistema de

acasalamento destas espécies, indicando atividade poliandrica ou promiscua.



Abstract

BALARINI, Mayté Koch, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, May, 2013.
Morphofunctional evaluation of the testis and spermatogenesis of wild rodents
Akodon cursor and Oligoryzomys nigripes (RODENTIA: Cricetidae). Adviser:
Sérgio Luis Pinto da Matta. Co-advisers: Tarcizio Antonio Régo de Paula and Mariana
Machado Neves.

Rodents constitute the largest group of species diversity in the class Mammalia,
individuals harboring a few grams such as the mouse, by species 90 kg as the capybara.
Despite their diversity and high number of representatives, few is known about the
reproductive biology of most animals of this group, which hinders the implementation
of strategies for conservation and management of the same. For its diversity and the
ease of being sampled systematically, wild rodents have become very useful models for
research. Thus, the objective was to conduct studies of the spermatogenesis of
Oligoryzomys nigripes and Akodon cursor, both endemic to the Atlantic Forest, in order
to obtain basic data on the reproduction of wild rodents. Testicular fragments were
processed for histological, immunohistochemical and ultrastructural. Gonadosomatic
index found to O. nigripes and A. cursor was respectively 0.68% and 0.74%, while the
index tubulossomatic was 0.58% and 0.66%. Each gram of testis of O. nigripes and A.
cursor forward about 23 and 27 meters, respectively. In both species, the cycle of
seminiferous epithelium were characterized in eight stages, according to the method of
the tubular morphology and the cycle length was 3.93 days O. nigripes days and 4.26 A.
cursor being required 17.68 and 19.15 days for the formation of spermatozoids from
spermatogonia, respectively. The daily sperm production per gram of testis was 148x10°
cells in O. nigripes and 142x10°células in A. cursor. In O. nigripes and A. cursor, the
pattern of organization of elements of the intertubulo presented Leydig cells isolated or
groupedgenerally associated with connective tissue and blood vessels and the
seminiferous tubules separated by a lymphatic space. Although it is the most abundant
element in the intertibulo these species, the volume of individual Leydig cells was
considered low, being 804.60 um® in O. nigripes and 858.7 um® in A. cursor. The
number of these cells per gram of testis were, respectively, 25x10% 38x10° cells. The
index leydigosomatic (ILG), was 0.026% in O. nigripes and 0.044% in A. cursor. It can
be concluded that the species studied here showed a low percentage of intertubular
tissue, and high volumetric percentage of seminiferous tubules in the testicular
parenchyma, which together with the short duration of the seminiferous epithelium

cycle, puts them among the species with daily sperm production record among



mammals. Such characteristics may be closely related to the mating system of these

species, indicating activity polyandrous or promiscuous.
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1. Introducéo Geral

Os ecossistemas brasileiros estdo atualmente passando por um acelerado
processo de fragmentagdo, sendo que a maioria das espécies estd representada por
pequenos conjuntos de populagdes isoladas (Rambaldi, 2003). A rapidez da
destruicdo, aliada & grande riqueza bioldgica, tém colocado as florestas tropicais no
centro das atenc¢des conservacionistas, uma vez que a fragmentacao dos habitat tem
sido reconhecida como uma das principais ameagas a biodiversidade global
(Laurence e Bierregaard, 1997, Cox et al. 2003).

A ordem Rodentia agrega 40% dos representantes de mamiferos ainda
existentes, sendo a maior ordem em nimero de espécies, com aproximadamente 29
familias, 443 géneros e 2021 espécies (Nowak, 1999; Lage e Schmidt, 2007).
Particularmente no Brasil, foram registrados 71 géneros e 235 espécies de roedores
(Oliveira e Bonvicino, 2006), das quais pelo menos 79 sdo encontradas na Mata
Atlantica, (Fonseca et al. 1996). A assembléia de pequenos mamiferos neotropicais
desempenha diferentes e importantes fun¢des na dindmica das florestas
contribuindo para regeneracdo ¢ manutencdo da diversidade genética das
populacdes (Leite et al. 1994; Vieira, 1997; Carvalho et al. 1999; Caceres e
Monteiro-Filho, 2000; Céceres, 2002). Como pertencem a niveis troficos basais,
tipicamente como presas, estes animais participam da estrutura do ecossistema
refletindo em todos os niveis da cadeia alimentar, pois s3o tanto fonte de alimento
para predadores de topo de cadeia, quanto consumidores e dispersores de sementes
o que contribui para a regeneragdo florestal (Emmos, 1990). Sendo assim, a
densidade populacional dessas espécies influencia diretamente a estrutura do bioma
(Terborgh, 1988).

Além de sua importancia numérica para manutencao do equilibrio ambiental,
o conjunto das informagdes sobre a ecologia das espécies e das comunidades de
pequenos mamiferos indica que pequenos roedores e marsupiais exercem influéncia
importante na dinamica das florestas Neotropicais sendo bons indicadores, tanto de
alteragdes locais do habitat como alteracdes da paisagem (Pizo, 1997; Sanchez-
Cordero e Martinez-Gallardo, 1998; Vieira et al. 2003), uma vez que a influéncia na
dinamica da floresta se d4, principalmente, através da predacdo do banco de
sementes ¢ de plantulas além da dispersao de sementes e fungos micorrizicos

(Pimentel e Tabarelli 2004). Como conseqiiéncia, a complexidade da vegetagcao



parece estar relacionada positivamente ao nimero de espécies (Grelle 2003), o que
indica a importancia deste grupo dentro de um ecossistema.

Apesar de sua importancia ecoldgica, conhecimentos basicos sobre a biologia
e a fisiologia da reproducdo em mamiferos sdo ainda muito limitados, em relagao
aos parametros reprodutivos mais elementares dos animais silvestres (Wildt, 2005).
Sem considerar a importancia em si do conhecimento comparativo e evolutivo da
funcdo reprodutiva, este aspecto torna-se ainda mais critico pelo fato do
conhecimento de parametros reprodutivos basicos serem muito importantes para a
elaboracdo de politicas de conservagdo que previnam a extingdo de espécies ou

melhore o manejo das mesmas (Wildt, 2005).

2. Roedores silvestres Oligoryzomys nigripes e Akodon cursor - Ordem

Rodentia, Familia Cricetidae, Subfamilia Sigmodontinae

Os roedores formam o grupo com maior diversidade de espécies na Classe
Mammalia, sendo a subfamilia Sigmodontinae o clado mais diverso da familia
Cricetiade presente nos limites da America Neotropical (Musser e Carleton, 2005).

Além de serem importantes agentes ecologicos e frequentes itens na dieta de
carnivoros e aves rapinantes (Scheibler e Christoff, 2004; Scheibler e Christoff,
2007), roedores de pequeno porte como O. nigripes e A. cursor, altamente
sinantropicos, sdo constantemente apontados como vetores de enfermidades por
serem agentes reservatorios de hantavirus e se tornando taxons de relevante

interesse médico (Larrieu et al. 2003; Suarez et al. 2003; Lemos et al. 2004).

2.1 Oligoryzomys nigripes

O género Oligoryzomys € o mais especioso dentre os Oryzomyini e possui
ampla distribuicdo geografica, incluindo a Mata Atlantica (Bonvicino et al. 2008).
Seus representantes, sdo vulgarmente conhecidos como ratos-do-mato, sdo roedores
de tamanho pequeno, comprimento da cauda maior que o do corpo, coloragdo do
dorso variando de castanho-avermelhada a amarelada, com as laterais mais claras e
ventre esbranqui¢ado ou amarelado. Os olhos sdo grandes, as patas longas e finas
cobertas de pequenos pélos claros, a cauda ¢ fina e pouco pilosa e possuem quatro
pares de mamas (Bonvicino et al. 2008). O Oligoryzomys nigripes ou ratinho-do-
arroz (Figura.l) apresenta peso corporal médio de 20 gramas e possui dieta

frugivora e granivora (Fonseca et al. 1996).



Figura 1. Representante da espécie Oligoryzomys nigripes

em habitat natural. (http:// www.ib.usp.br/ labecoaves/

Img/Fotos/)

Apresentam hébitos terrestres com capacidade de escalar e ampla distribui¢ao
sendo encontrados desde o estado de Pernambuco até o norte do Rio Grande do Sul
(Figura 2) (Weksler e Bonvicino, 2005). Entretanto, essa espécie tem sido associada
a formagdes florestais secundarias e zonas de bordas entre florestas e areas abertas

(Eisenberg e Redford, 1999).
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Figura 2. Area de ocorréncia de espécies do
Género Oligoryzomys no Brasil (Bonvicino
et al. 2008).
A respeito de suas caracteristicas reprodutivas, Graipel et al. (2006) relatam
que em levantamentos populacionais em regides de ocorrencia desta espécie, houve

maior incidéncia de fémeas em periodo reprodutivo (que apresentavam vulva
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dilatada, tampdo vaginal ou prenhez) de maio a dezembro, enquanto Fonseca e
Kierulff (1988) descrevem poliestria pan-estacional para O. nigripes ainda que,
segundo os mesmos autores, possa haver aumento da freqiiéncia da reprodug¢do em
alguns periodos (principalmente no inverno). A gestagdo dura em média 21 dias, e

o nimero médio de filhotes ¢ de 5 filhotes por ninhada (Fonseca e Kierulff, 1988).

2.2 Akodon cursor

Segundo Bonvicino et al. (2008), os representantes do género Akodon
apresentam comprimento da cauda pouco menor do que o do corpo, coloragdo
dorsal variando do castanho-claro ao castanho-escuro sem limite definido com a
coloracdo do ventre, orelhas grandes e pouco pilosas. Possuem quatro pares de
mamas: peitoral, pds-axial, abdominal e inguinal.

Pelo menos 10 espécies pertencentes a este género sdo de ocorréncia natural
no Brasil, das quais A. cursor (Figura 3), A. lindberghi, A. montensis ¢ A. mystax ja

foram relatadas em Minas Gerais (Bonvicino et al. 2008).

Figura 3. Representante da espécie A. cursor em habitat
natural. (http:// mikamienvironmentalblog. blogspot.com.

br/2012/06/biodiversity-biodiversidade-105.html)

O A. cursor ¢ um roedor terrestre presente em formacdes florestais, areas
abertas adjacentes e campos de altitude ao longo de toda a Mata Atlantica (Figura
4) (Bonvicino et al. 2008). Essa espécie apresenta individuos em atividade
reprodutiva continua, independente da estagdo do ano ou do macrohabitat estudado,

com intensificacao entre os meses de agosto e marco (Moojen, 1952). A duracao da
4



gestacdo ¢ de 21 dias, com ninhadas de 3 a 6 filhotes e periodo médio de

amamentagao de 28 dias (Fonseca e Kierulff, 1988).
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Figura 4. Género Akodon no Brasil

(Bonvicino et al. 2008)

3. Area de estudo

A érea utilizada para coleta dos animais apresenta cerca de 10 hectares de
Mata Atlantica em regeneragao (20°81°S, 42°85°W) administrada pela ONG/OCIP
Ambiente Brasil Centro de Estudos, conveniada com o Instituto Estadual de
Florestas (IEF) e a Universidade Federal de Vicosa (UFV). Estd localizada no
Municipio de Vigosa (Figura 3) na Zona da Mata Mineira confrontante com a Mata
do Paraiso, uma area de 120 hectares que constitui a maior reserva de Mata

Atlantica de Vigosa.

Vigosa, MG

Figura 5. Localizagdo do Municipio de Vigosa - MG
(20°44°S, 42°51°W).



4. Funcdo testicular e espermatogénese

4.1 Os testiculos

A habilidade reprodutiva dos machos sexualmente maduros depende da
capacidade dos testiculos em produzir grande numero de espermatozoéides vidveis e
também de concentragdes adequadas de andréogenos para promover a libido e
maturagdo dos oOrgdos reprodutivos (Gier e Marion, 1970). O testiculo dos
mamiferos ¢ um 6rgao de formato oval a arredondado, geralmente localizado fora
da cavidade abdominal, em uma prega cutanea denominada escroto (Kierszenbaum,
2008). O testiculo esta envolto pela albuginea testicular, uma capsula constituida de
tecido conjuntivo fibroso e, em algumas espécies, também por células contrateis.
Esta tunica ¢ continua com trabéculas de tecido conjuntivo, os septos testiculares,
que convergem para o interior do testiculo no sentido do mediastino testicular
(Setchell, 1991).

Funcionalmente o testiculo dos mamiferos pode ser dividido em dois
compartimentos: o tubular e o intertubular (Russell et al. 1990). O compartimento
tubular é constituido pelos tubulos seminiferos e representa a maior parte do
testiculo ocupando, na maioria dos mamiferos, de 70 % a 90 % do parénquima
testicular (Franga e Russell, 1998). Os tibulos seminiferos sdo constituidos por
tunica propria, epitélio seminifero e limen tubular. A tinica propria envolve o
tubulo externamente, sendo composta de células mioides, ou peritubulares, e
membrana basal. O lumen contém fluido testicular e, geralmente, espermatozoides
(Russell, 1990). No epitélio seminifero sao encontrados dois tipos celulares de
origens embrioldgicas distintas: as células germinativas, originarias do epiblasto, e
as células de Sertoli, provenientes do epitélio celomatico (Karl e Capel, 1998).

No compartimento intertubular estdo localizadas as células de Leydig, vasos
sangiiineos e linfaticos, nervos, células e fibras do tecido conjuntivo, ¢ uma
populacdo varidvel de outras células, principalmente macréfagos.

Os testiculos apresentam tanto fun¢do enddcrina quanto exdcrina, ambas
controladas pelos hormdnios gonadotréficos hipofisarios. O hormonio foliculo
estimulante (FSH) estd diretamente relacionado com o inicio € manutengdo da
atividade gametogénica dos tibulos seminiferos. O hormonio luteinizante (LH)
controla a atividade enddcrina das células de Leydig, as quais produzem a
testosterona que, além de dar suporte a atividade gametogénica, é responsavel pelos

caracteres sexuais secundarios no macho adulto (Ashdown e Hancock, 1988).



Ha correlagdo positiva entre o peso testicular e a producdo espermatica
(Amann, 1970; Olar et al. 1983; Franca e Russell, 1998), porém, o tamanho
testicular ndo acompanha proporcionalmente o tamanho corporal, ou seja, o
investimento somatico em massa gonadal ¢ maior em animais de pequeno porte
comparado aqueles de maior porte corporal (Kenagy e Trombulak, 1986). A
quantidade de espermatozdides produzidos ¢ sempre muito maior que o numero
necessdrio para a fecundagdo, e o fato de o tamanho do testiculo ndo
necessariamente acompanhar o tamanho corporal contribui para a economia
energética uma vez que animais de grande porte produziriam quantidades
excessivamente grandes de espermatozoides (Paula, 1999).

A relagdo entre a massa dos testiculos e a massa corporal ¢ conhecida como
indice gonadossomatico (IGS). Este indice pode fornecer informagdes sobre a
fisiologia reprodutiva e até mesmo sobre o sistema de acasalamento de uma espécie
(Kenagy e Trombulak, 1986). O tamanho testicular esta diretamente relacionado ao
comportamento reprodutivo, uma vez que animais com comportamento
monogamicos e poliginicos apresentam menor indice gonadossomatico em relacao
as espécies com comportamentos promiscuos ou poliandricos. No primeiro caso, o
pequeno investimento testicular € reflexo da formagao de casais ou haréns onde um
unico macho ¢ responsavel pela copula. Nos animais promiscuos ou polidndricos,
varios machos tém acesso a mesma fémea, sendo os mais aptos a paternidade
aqueles com producdo espermatica mais destacada e, consequentemente, maior

tamanho testicular (Kenagy e Trombulak, 1986).

4.2 Compartimento tubular a espermatogénese

O tibulo seminifero apresenta grande variacdo na densidade volumétrica no
testiculo entre as diferentes espécies, porém este é o componente mais abundante
do parénquima testicular em todas as espécies ja estudadas (Franca e Russell,
1998). Parametros quantitativos diretamente relacionados com o tiibulo seminifero,
como didmetro tubular, espessura do epitélio seminifero e comprimento total de
tubulos seminiferos, apresentam relacdo positiva com a atividade espermatogénica,
fornecendo informagdes que permitem a descricdo da mesma em uma dada espécie
(Franga e Russell, 1998; Paula, 1999).

A espermatogénese ¢ um processo sincronico e regular de divisdo celular e
diferenciagdo, pelo qual uma espermatogdnia-tronco gradativamente origina uma

célula haploéide altamente especializada, o espermatozoide (Johnson, 1991; Franga e
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Russell, 1998). Esta origem complexa e organizada envolve trés fases, baseando-se
em consideracdes morfologicas e funcionais: (1) fase proliferativa
(espermatogonial) na qual as células sofrem rapidas e sucessivas divisdes mitoticas;
(2) fase meiotica (espermatocitos), na qual o material genético € duplicado e passa
por recombinacdo genética e por duas divisdes celulares sequenciais e (3) fase de
diferenciagdo ou espermiogénica, na qual as espermatides sofrem intensas
modificacdes, transformando-se em espermatozdides. A espermatogénese ¢ um
processo continuo em que cada fase ¢ caracterizada por mudangas morfologicas e
bioquimicas dos componentes do citoplasma e do nucleo (Courot et al.1970).

O epitélio seminifero compde-se de quatro camadas de células germinativas
de geragdes distintas. No ambiente basal do epitélio seminifero observam-se
espermatogoOnias e espermatocitos primarios iniciais; nas camadas intermedidrias
observam-se geragdes de espermatdcitos primarios mais desenvolvidos e
espermatocitos secundarios; e na camada adluminal, encontram-se as espermatides.
Todas essas células estdo organizadas numa série bem definida de associagdes
celulares ou estadios. Estes estadios se sucedem numa determinada area do epitélio
seminifero, com o decorrer do tempo. Esta seqiiéncia, assim ordenada, constitui o
processo denominado ciclo do epitélio seminifero (CES) (Leblond e Clermont,
1952; Swierstra, 1968; Berndtson, 1977; Ortavant et al. 1977; Russell et al.1990).

Entre os métodos utilizados para se estudar os estddios do CES, o mais
empregado nos animais domésticos ¢ aquele baseado na forma e na localizacdo dos
nucleos das espermatides e na presencga de figuras de divisdes meidticas (Roosen-
Runge e Giesel Jr. 1950; Courot et al. 1970; Ortavant et al. 1977; Guerra, 1983;
Francga, 1991). Este método ¢ designado como da morfologia tubular por Berndtson
(1977). Entre quatro e cinco ciclos sdo necessarios para que todo o processo
espermatogénico se complete, ou seja, 0 processo espermatogénico total
compreende o tempo decorrido entre a formagdo de uma geracdo de células
germinativas na base do epitélio até a sua liberacdo no lume tubular como
espermatozoides (Leblond e Clermont, 1952). Em mamiferos, o CES ¢ considerado
uma constante bioldgica, com variagdes apenas interespecificas, estando sob
controle do gendtipo da célula germinativa, ndo sendo influenciado por qualquer
fator conhecido (Franga e Russell 1998; Clermont, 1972; Amann ¢ Schanbacher,
1983) em condicdes fisiologicas.

A sustentacdo e organizagdo das células germinativas ao longo do epitélio

seminifero sdo realizadas por uma célula somatica denominada célula de Sertoli
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(Russell et al. 1990). Esta desempenha papel fundamental na mediagdo da acao do
FSH e da testosterona no processo espermatogénico, no suporte e¢ nutricdo das
células germinativas em desenvolvimento, na compartimentalizagdo do epitélio
seminifero, na liberagdo de espermatozodides no lume tubular, na secre¢do de
fluidos e na fagocitose de células germinativas em degenera¢do e do excesso de
citoplasma das espermatides em espermiagao (Russell e Griswold, 1993; Franga e
Russell, 1998). As células de Sertoli t€ém sido utilizadas numericamente como
ponto de referéncia para a quantificacdo e a corre¢do de contagem de células
germinativas (Clermont e Morgentaler, 1955; Bustos-Obregon, 1970; Shakkebak e
Heller, 1973; Franca, 1991). Essas células constituem ainda, base para o estudo de
alteracdes no processo espermatogénico, em decorréncia de fatores patoldgicos e
terapéuticos (Rowley e Heller, 1971; Russell e Clermont, 1977; Kumi-Diaka et al.
1983; Sinha-Hikim et al. 1991).

Para quantificacdo da espermatogénese ¢ fundamental o conhecimento do
ciclo do epitélio seminifero, a caracterizacdo dos estddios que o compde e a
determinagdo da frequéncia destes estadios. O estudo quantitativo das células que
compdem o epitélio seminifero é essencial para o entendimento do processo
espermatogénico possibilitando valiosas correlagdes com achados fisiologicos e
bioquimicos (Roosen-Runge e Giesel Jr. 1950; Wing e Christensen, 1982; Russell
et al. 1990; Franga et al. 1994; Franca et al. 1995). Assim, além de permitir a
determinagdo do rendimento intrinseco da espermatogénese (Berndtson e
Desjardins, 1974; Cardoso e Godinho, 1985; Franga, 1991), a avaliacao histologica
quantitativa dos testiculos torna possivel a verificagdo de normalidade ou nao da
espermatogénese, a observagdo do tipo celular que estd sofrendo degeneracdo, ou
mesmo se ocorre degeneragdo (Amann, 1981; Francga, 1991; Russell et al. 1990;
Franca et al. 1994).

Para o calculo da durag¢ao do CES sao utilizados marcadores celulares como a
timidina triciada (Cardoso e Godinho 1982; Franga, 1991) ou a bromodeoxiuridina
(BrdU) (Peixoto, 2010; Balarini et al. 2011; Morais et al. 2013) ambos injetados
diretamente no parénquima testicular. O marcador ¢ incorporado ao DNA de
células em duplicacido no momento da injecdo, ou seja, os diferentes tipos de
espermatogonias e os espermatocitos primarios durante a profase meidtica. Como
os espermatocitos primdrios sdo as células mais avancadas no processo

espermatogénico a incorporarem o marcador em seus nucleos, os mesmo sao



utilizados como ponto de referéncia para a determinagdo do célculo do ciclo do

epitélio seminifero.

4.3 Compartimento intertubular

O compartimento intertubular consiste de diferentes componentes localizados
entre os tibulos seminiferos, dentre os quais se destacam tecido conjuntivo, nervos,
vasos sanguineos e linfaticos e as células de Leydig, principal componente deste
compartimento (Hooker, 1970). As células de Leydig iniciam a secre¢do de
testosterona ainda na vida fetal, para a diferenciacdo embrioldgica dos orgdos
genitais masculinos. Porém, ¢ durante a puberdade que as células intersticiais de
Leydig tornam-se mais evidentes e funcionais (Russell, 1996).

A densidade populacional das células de Leydig pode variar entre individuos
de espécies diferentes e mesmo entre individuos da mesma espécie. Dentre os
inimeros fatores que podem influenciar na sua populagdo por animal, estdo a
quantidade de LH disponivel, o ntimero de receptores de LH por célula, a
quantidade de testosterona que a célula de Leydig ¢ capaz de secretar por uma
unidade de tempo, a velocidade pela qual a testosterona deixa o testiculo via vasos
linfaticos, vasos sangiiineos e fluidos seminais, o volume sangiiineo do animal ¢ a
taxa de metabolismo testosterona (Russell et al.1994; Russell, 1996).

Segundo Fawcett et al. (1973), a drenagem linfatica, aliada a quantidade de
células de Leydig e tecido conjuntivo frouxo no espaco intertubular, nas diferentes
espécies de mamiferos segue, em geral, trés padrdes distintos: 1) espécies nas quais
as c¢lulas de Leydig e o tecido conjuntivo ocupam uma area muito pequena no
compartimento intertubular, contrastando com extensos sinusoides ou espagos
linfaticos interpostos aos tibulos seminiferos; 2) espécies que apresentam grupos
de células de Leydig espalhados em abundante tecido conjuntivo frouxo
edemaciado, o qual ¢ drenado por um vaso linfatico localizado central ou
excentricamente no espago intertubular; 3) espécies nas quais abundantes
grupamentos de células de Leydig ocupam praticamente todo o compartimento
intertubular, apresentando pouco tecido conjuntivo e vasos linfaticos. Apesar do
pouco conhecimento a respeito das implicagdes fisioldgicas destas variagdes,
Fawcett et al. (1973) inferiram que as mesmas provavelmente estariam relacionadas
com a habilidade dos vasos linfaticos de mover para fora dos testiculos substancias
vascularmente secretadas, além de manter as concentragdes adequadas de

androgenos no testiculo e no sangue. Sabe-se que a concentracdo de testosterona,
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principal produto da célula de Leydig, ¢ de duas a trés vezes maior no fluido
intersticial do que nos vasos sangiiineos testiculares ¢ de 40 a 250 vezes maior
nestes em relagdo ao sangue periférico em diferente espécies de mamiferos (Sharpe,

1994).

5. Justificativas e Objetivos

Considerando-se a falta de informagdes basicas sobre a biologia reprodutiva
da maioria das espécies de mamiferos silvestres, este estudo teve como objetivo
descrever as caracteristicas morfométricas e morfofisiologicas do testiculo ¢ do
processo espermatogénico dos roedores silvestres Oligoryzomys nigripes e Akodon
cursor, endémicos da Mata Atlantica.

Estas informacgdes, além de auxiliarem no controle populacional destas
espécies altamente sinantropicas, contribuem para o conhecimento da biologia
reprodutiva dos mamiferos brasileiros, uma vez que o estudo da funcao testicular,
especialmente dos aspectos relacionados a atividade espermatogénica, ¢ essencial
para o conhecimento do processo reprodutivo de qualquer espécie de vertebrado,
seja ela de interesse econdmico ou ndo (Amann e Schanbacher, 1983).
Particularmente no caso de mamiferos silvestres, a enorme diversidade de espécies
que ocorrem nos mais variados habitat, faz com que as mesmas utilizem estratégias
reprodutivas bastante variadas (Weir e Rowlands, 1973). Assim, esses mamiferos
pouco estudados s@o modelos experimentais muito atraentes em investigagcdes que

visem a melhor compreensao da biologia da reprodugao.

Analises morfométricas:

e Indice Gonadossomatico (IGS);

e Proporcdo volumétrica e volume dos componentes do parénquima testicular;

e Diametro dos tiibulos seminiferos e altura do epitélio seminifero;

e Comprimento dos tibulos seminiferos por testiculo e por grama de
testiculo;

e Indice Tubulossomatico (ITS);

e Caracterizagdo dos estadios do ciclo do epitélio seminifero e suas
freqliéncias relativas;

e Estimativa da populagdo celular do epitélio seminifero: Contagem de

células do epitélio seminifero no estadio I;
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¢ Rendimento intrinseco da espermatogénese:

1. Coeficiente de eficiéncia de mitoses espermatogoniais;
Rendimento meidtico;
Rendimento geral da espermatogénese;

indice de células de Sertoli;

A

Numero de células de Sertoli por testiculo e por grama de testiculo

e Reserva espermatica testicular;

Duragao do ciclo do epitélio seminifero;

Producdo espermatica didria;

e Propor¢ao volumétrica e volume dos componentes intertubulares;
e Proporcdo nucleoplasmatica de células de Leydig;

e Volume nuclear, citoplasmatico e celular de Leydig;

e Volume total de células de Leydig por testiculo;

o Indice Leydigossomatico (ILS);

e Numero de células de Leydig por testiculo e por grama de testiculo.
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Artigo 1

Eficiéncia espermatogénica em roedor silvestre Oligoryzomys nigripes (Rodentia,
Cricetidae)

Resumo

A insuficiéncia de estudos que fornecam conhecimentos basicos sobre grande parte
das espécies de mamiferos brasileiros dificulta a aplicacdo de medidas de conservacao
e manejo das mesmas. Por sua diversidade e pela facilidade de serem amostrados
sistematicamente, os roedores silvestres tornaram-se modelos muito uteis para tais
investigacdes. Neste contexto realizou-se o estudo do processo espermatogénico de
Oligoryzomys nigripes, endémicos de Mata Atlantica, visando obter dados basicos
sobre a reprodu¢do de roedores silvestres. Fragmentos testiculares foram processados
para analise morfoldgica e imunohistoquimica, bem como para analise ultraestrutural
por microscopia eletronica de transmissdo. O indice gonadossomatico foi de 0,68%, e
o indice tubulossomatico de 0,58%. Em média, o didmetro dos tibulos seminiferos foi
de 205 um, altura do epitélio de 62 um, e cada grama de testiculo apresentou 23,33
metros de tibulo seminifero. O ciclo do epitélio seminifero foi caracterizado em oito
estadios de acordo com o método da morfologia tubular. A duragao de um ciclo do
epitélio seminifero foi 3,93 dias, e 17,68 dias foram necessarios para a formacdo de
espermatozoides a partir de espermatogoOnias. A reserva espermatica testicular e a
producio espermatica diaria por grama de testiculo foram de 584x10° e 148x10°
células, respectivamente. A espécie O. nigripes apresenta elevado investimento na
reproducao devido ao alto percentual volumétrico de tibulo seminifero no parénquima
testicular e curta duragcdo do ciclo do epitélio seminifero refletindo em produgdo

espermatica didria recorde entre os mamiferos.

Palavras-chave: Espermatogénese, tubulo seminifero, imunohistoquimica, ciclos do

epitélio seminifero.
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Paper 1

Spermatogenic efficiency ofwild rodent Oligoryzomys nigripes (Rodentia,
Cricetidae)

Abstract

The lack of studies that provide basic knowledge about most species of Brazilian
mammals difficult the application of actions on the conservation and management
actions. For its diversity and by the ease of being sampled systematically, the wild
rodents have become useful models for such investigations. In this context was held
the study of spermatogenesis in Oligoryzomys nigripes, endemic to the Atlantic Forest
in order to obtain basic data on the reproduction of wild rodents. Testicular fragments
were processed for histological and immunohistochemical and ultrastructural analysis.
The gonadosomatic and tubulesomaticindexes were, respectively,0.68% and 0.58%.
The diameter of seminiferous tubules was 205 um, the epithelial thickness of 62 um,
and each gram of testis had23.33 meters of seminiferous tubule. The cycle of
seminiferous epithelium was characterized in eight stages, according to the method of
the tubular morphology. The duration of a cycle of seminiferous epithelium was 3.93
days and 17.68 days were required for the formation of sperm as from
spermatogoniaThe testicular spermatic reserves and daily spermatic production per
gram of testis were 584x10° and 148x10° cells, respectively. The species O. nigripes
has a high investment in reproduction due to the high percentage of seminiferous
tubule in testicular parenchyma and short duration of the cycle of the seminiferous

epithelium reflected in daily sperm production record among mammals.

Key words: Spermatogenesis, seminiferous tubule, imunohistochemistry, cycle of

epithelium seminiferous.
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1. Introducéo

Os roedores silvestres constituem um grupo muito rico em espécimes, com pelo
menos 79 espécies encontradas na Mata Atlantica, das quais 39% s@o espécies
endémicas (Fonseca et al. 1996). Apesar do grande numero de representantes da
ordem Rodentia em nossa fauna, existem poucos dados na literatura sobre sua biologia
reprodutiva (Duarte, 2003), e a insuficiéncia de estudos que fornegam conhecimento
basico sobre grande parte das espécies de mamiferos brasileiros, dificulta a aplicacao
de medidas de conservacao destas espécies (Fonseca et al. 1996).

A espermatogénese ¢ um processo regular e sincronico de diferenciacdo e
divisdo celular, pelo qual uma espermatogonia tronco gradualmente se tranforma em
células haploides altamente especializadas, os espermatozdides (Johnson et al. 1981;
Franca e Russell, 1998). Embora o tamanho testicular mostre relacdo direta com a
producao de espermatozoides (Amann, 1970; Franca e Russell, 1998;), o rendimento
intrinseco da espermatogénese e os indices de capacidade suporte das células de
Sertoli sdo realmente os melhores indicadores da capacidade de produgdo de
espermatozdides em uma determinada espécie (Berndtson, 1977; Russell e Peterson,
1984; Franca e Russell, 1998). O estudo quantitativo das células que constituem o
epitélio seminifero também ¢ essencial para a compreensdo fisioldgica, permitindo
correlacdes valiosas com alteragdes morfoldgicas e bioquimicas (Roosen-Runge e
Giesel, 1950; Wing e Christensen, 1982; Russell et al. 1990), permitindo a
determinag¢do dos indices de eficicia intrinseca da espermatogénese (Berndtson e
Desjardins, 1974; Cardoso e Godinho, 1985).

Outro parametro de grande importancia para o estudo da espermatogénese ¢ a
determinagdo da duragdo total do processo, que ¢ considerado uma constante espécie
especifica (Clermont, 1972), controlado pelo genotipo das células germinativas
(Franga et al, 1998). Este conhecimento permite o calculo da producdo espermatica
diaria por testiculo e por grama de testiculo, que sdo parametros essenciais para a
compreensdo da producdo de espermatozdides, e permitem correlagdes
interespecificas. A utilizagdo de imunohistoquimica foi recentemente adaptada para o
calculo da duragdo da espermatogénese, utilizando-se a 5-bromodeoxiuridina (BrdU),
uma pirimidina andloga da timidina que ¢ seletivamente incorporada ao DNA celular
durante a fase S do ciclo celular. Por meio de técnica imunohistoquimica com o uso de
anticorpos anti-BrdU ¢é possivel a identificacdo das células que incorporaram este

precursor in vivo (Fagerholm et al. 1994). Por ser uma técnica ndo radioativa, a
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incorporagdo do BrdU ¢ uma alternativa ao método da timidina triciada para estudos
morfofuncionais, ja que € uma técnica com abordagem adequada, precisa e rapida para
determinar o CES (Rosiepen et al. 1997).

O estudo da morfofisiologia testicular, especialmente dos aspectos relacionados
a atividade espermatogénica, ¢ essencial para o conhecimento da biologia reprodutiva
de qualquer espécie de vertebrado, seja ela de interesse econdmico ou ndo (Amann e
Schanbacher, 1983). Adicionalmente, fornece informacdes basicas para a elaboragdo
de politicas de conservacdo que previnam a extingdo de espécies ou melhore o manejo
das mesmas (Wildt, 2005). Particularmente no caso de mamiferos silvestres, a enorme
diversidade de espécies, que ocorrem nos mais variados habitat, faz com que as
mesmas utilizem estratégias reprodutivas bastante variadas (Weir e Rowlands, 1973).
Assim, esses animais pouco investigados sdo modelos experimentais muito atraentes
em investigacdes visando compreender melhor a biologia da reprodugdo dos varios

grupos de mamiferos.

2. Material e Métodos

Foram utilizados 14 animais machos, adultos, coletados em uma areca de Mata
Atlantica de cerca de 10 hectares (20°81°S, 42°85°W), localizada no Municipio de
Vigosa na Zona da Mata Mineira. As coletas foram autorizadas pelo ICMBio (n°
22289-1) e foram feitas ao longo de um ano, utilizando-se armadilhas tipo Sherman,
Tomahawk e Pitfall.

ApOs a captura, os animais foram levados ao Laboratorio de Biologia Estrutural
da Universidade Federal de Vicosa onde foram pesados, medidos e submetidos a
eutandsia por superdosagem anestésica pela associacdo de cloridrato de xilazina (150
mg/kg) e cloridrato quetamina (10mg/kg) (Virbac do Brasil, Sao Paulo, SP, Brasil).
Em seguida, os testiculos foram removidos, pesados em balangca de precisdo e
imediatamente imersos em solu¢do de Karnovsky (Karnovsky, 1965) por um periodo
de 24 horas, sendo posteriormente transferidos para alcool 70% onde foram mantidos
até o momento do processamento. Este experimento foi certificado pela comissdo de
¢tica para Uso de Animais (CEUA)/ UFV (Protocolo n° 083/2012).

Para andlise histologica em microscopia de luz, fragmentos testiculares foram
desidratados em série etandlica crescente procedendo-se a inclusdo em glicol
metacrilato (Historesin®, Leica. Leica Microsystems, Nussloch, Heidelberg,

Germany). Foram obtidas sec¢des semisseriadas de 3um de espessura, em microtomo
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rotativo Leica RM2255 (Leica Microsystems, Nussloch, Heidelberg, Germany),
respeitando-se um intervalo de 40pum entre os cortes aproveitados. As preparagdes
foram coradas com azul de toluidina borato de sédio 1% e as andlises morfométricas
foram feitas utilizando o programa para analise de imagens ImageJ 1.43 (Rasband,
1997-2009, National Institute of Health, Bethesda, MD, USA), aplicado em imagens
capturadas em diferentes aumentos, utilizando-se fotomicroscopio Olympus BX-40
(Olympus, Tokyo, Japan).

Para microscopia eletronica de transmissdo, apdés 2 horas em solugdo de
Karnovsky (Karnovsky, 1965), os fragmentos foram refixados por imersdo em solucao
de glutaraldeido (EMS, USA) 2,5% em tampao cacodilato, por no minimo mais 12h, e
posteriormente armazenados em tampao cacodilato a 0,1 M, pH 7,4 a 4°C. Estas
amostras foram pos-fixadas em tetroxido de 6smio 1% e ferrocianeto de potassio 8%
(1:1) por 2 horas, seguindo-se a desidratacdo em etanol e inclusdo em resina Spurr
(EMS). Cortes ultrafinos foram obtidos em ultramicrotomo (Sorvall Nt2-B),
contrastados com acetato de uranila e citrato de chumbo e observados em microscopio
eletronico de transmissdo Jeol 1011 (Jeol Ltda.), no Nucleo de Microscopia e
Microanalise da Universidade Federal de Vigosa.

A propor¢do volumétrica dos compartimentos do parénquima testicular foi
determinada a partir da contagem de 1000 pontos projetados sobre 10 imagens,
obtidas das preparagdes histologicas de cada animal, em aumento de 100x. O volume
de cada componente testicular, expresso em ml, foi estimado a partir do conhecimento
desse percentual ocupado pelos compartimentos no testiculo e do conhecimento da
massa testicular, considerando-se que a densidade do testiculo ¢ em torno de 1
(Johnson et al. 1981; Costa et al. 2011; Balarini et al. 2011). Baseado no volume de
tubulo seminifero e no peso corporal foi calculado o indice tubulossomatico (ITS),
dividindo-se o volume do tubulo pelo peso corporal ¢ multiplicando-se este valor por
100. O diametro dos tubulos seminiferos e a altura do epitélio seminifero foram
obtidos a partir da mensuragdo de 10 sec¢des transversais, por animal, de tibulos que
apresentavam contorno o mais circular possivel, sem levar em consideracdo o estadio
do ciclo.

Estimou-se o comprimento dos tubulos seminiferos (CT), expresso em metros,
por testiculo e por grama de testiculo. O CT por testiculo foi calculado a partir da
formula CT=VTS/mR?, onde VTS=volume dos tabulos seminiferos; nR*=4rea da

sec¢do transversal dos tibulos seminiferos ¢ R= raio tubular. Para calculo do
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comprimento por grama de testiculo dividiu-se o valor anteriormente encontrado pelo
peso testicular total.

Os estadios do ciclo do epitélio seminifero (CES) foram caracterizados com base
no método da morfologia tubular descrito por Berndtson (1977), no qual 8 estadios
sdo descritos baseando-se na forma e na localizagdo do ntcleo das espermatides e
espermatocitos e na ocorréncia de figuras de divisdo meidtica. As freqili€ncias relativas
de cada um dos 8 estadios descritos foram obtidas a partir da contagem de 200 sec¢des
transversais de tubulos seminiferos, escolhidos ao acaso, em cada animal.

Para calcular a duragdo do CES, injecgdes testiculares de 0,2 ml de
bromodeoxiuridina comercial (BrdU; Zymed Laboratories, Inc., Carlsbad, CA, EUA),
foram administradas nos animais 24, 48, 120 e 168 horas antes da coleta dos
testiculos. Um fragmento de testiculo de cada um desses animais foi desidratado numa
série de concentragdes crescentes de alcool (70, 80, 95 e 100%) e, subsequentemente,
limpo em dois banhos consecutivos de xileno antes de serem embebidos em
Paraplast® (Sigma-Aldrich). Detec¢ao de BrdU foi realizada por colorag@o de secg¢des
de 4 um de espessura com um anticorpo monoclonal. Para isso, as sec¢des foram
desparafinadas e reidratadas, lavadas em tampao fosfato (PBS) e a atividade da
peroxidase enddgena foi bloqueada com H,O,. Em seguida, os cortes foram lavados
em PBS, imersos em HCI e lavados outra vez em PBS. Procedeu-se o pretratamento
enzimatico com a incubacdo em solugdo de tripsina. Apos lavagem em PBS, o
material foi incubado em solugdo de bloqueio para evitar reagdes cruzadas. Em
seguida, o material foi incubado com anticorpo monoclonal de rato biotinilado anti-
BrdU (Zymed Laboratories, Inc.), sendo revelado com uma reagdo de estreptavidina
peroxidase (Zymed Laboratories, Inc.). A estimativa da dura¢do do CES foi realizada
por meio da observacdo da célula mais avancada marcada pelo tratamento com BrdU
presente no epitélio, relacionando-se a frequéncia dos estagios.

Em dez seccdes transversais de tubulos seminiferos, no estadio I do ciclo do
epitélio seminifero (Berndtson, 1977), foram quantificadas as populagdes de:
espermatogonias do tipo A (SGA), espermatocitos primarios em preleptoteno (PL),
espermatocitos primarios em paquiteno (PQ), espermatides arredondas (AR) e células
de Sertoli (CS). Devido a diferencas no tamanho dos diversos tipos celulares, as
contagens obtidas foram corrigidas numericamente considerando-se a espessura do
corte e o diametro nuclear ou nucleolar, este ultimo, no caso das células de Sertoli,
utilizando-se para isto a formula de Abercrombie (1946) modificada por Amann

(1962). A partir dessas populacdes foram determinados: coeficiente de eficiéncia de
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mitoses espermatogoniais (PL/SGA), rendimento meiotico (AR/PQ), rendimento geral
da espermatogénese (AR/SGA), indices de células de Sertoli por total de células
espermatogénicas ((SGA + PL + PQ + AR) / CS) e indice de célula de Sertoli por
espermatide arredondada (AR/S). Assumindo-se que a perda na espermiogénese nao ¢
significativa, a reserva espermatica testicular total (RET), por testiculo e por grama de
testiculo, foi calculada a partir da populagdo celular de espermatides arredondadas no
estddio 1 do CES. Deste modo, foi calculado o numero médio de espermatides
arredondadas em secgdes transversais de tibulos seminiferos de espessura conhecida,
sendo este nimero corrigido para o comprimento total do tibulo por testiculo ou por
grama de testiculo, a partir da férmula: RET= (comprimento dos tibulos seminiferos /
espessura do corte) x numero corrigido de espermatides arredondadas por sec¢do
transversal (Berndtson, 1977).

A producdo espermatica diaria (PED) foi calculada utilizando-se a seguinte
féormula: PED = RET / Duracdo do ciclo em dias. Para se obter a PED/grama de
testiculo dividiu-se o resultado da PED pelo peso bruto testicular. Os dados foram
analisados quanto a média, desvio padrdo e, em alguns casos, quanto ao coeficiente de

variagdo, segundo a fungao estatistica do programa Microsoft Office Excel® 2003.

3. Resultados

A maior incidéncia de captura de O. nigripes machos adultos ocorreu entre os
meses de outubro e margo, sendo que nos demais meses houve grande incidéncia de
animais jovens (impuberes), fémeas, fémeas adultas gestantes ou auséncia completa
de roedores dessa espécie. Os valores referentes aos dados morfométricos e
volumétricos do testiculo de O. nigripes estao evidenciados na Tabela 1.

Os estadios do CES acompanharam aqueles estudados para outros roedores e
para os mamiferos em geral, exceto primatas. O processo espermatogénico em O.
nigripes foi dividido em oito estadios (Figura 1, A-D e Figura 2, A-D), com base na
forma, presenca e localizagdo dos nucleos das espermatogoOnias, espermatocitos
primarios e espermatides, bem como em figuras de divisdo meiodtica. Nesses roedores,
observou-se ultraestruturalmente que os nucleos das células de Sertoli apresentaram
um nucléolo principal altamente desenvolvido, com aproximadamente 2,02 um de
didmetro e cromatina frouxa (Figura 2. E). Em microscopia de luz, dois nucléolos
menores também puderam ser observados proximos ao maior, 0 que se apresentou

como caracteristica constante desta célula em todos os estadios.
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Tabela 1 - Parametros morfométricos e volumétricos do testiculo e indices somatricos

de Oligoryzomys nigripes

Parametros Média + DV CV(%)
Peso corporal (g) 20,74 £ 4,03 19,44
Teso testicular (g) 0,14 £ 0,037 26,76
Peso médio por testiculo (g) 0,069 £ 0,019 26,76
Parénquima testicular por testiculo (g) 0,066 £ 0,018 25,42
Indice gonadossomatico (%) 0,68 £0,16 23,01
Propor¢ao volumétrica de albuginea testicular (%) 5,10+ 0,50 9,87
Proporg¢ao volumétrica de tubulo (%) 93,78+ 1,2 1,20
Proporg¢ao volumétrica de intertubulo (%) 6,22 +1,2 18,90
Diametro médio de tubulo seminifero (um) 205,8 +6,9 14,20
Espessura média de epitélio seminifero (um) 62,2 +3,6 5,70
Volume tubular (ml) 0,13+ 0,0015 1,25
Volume intertubular (ml) 0,0082+0,0015 18,88
indice Tubulossomatico (%) 0,58 £ 0,05 7,78
Comprimento de tibulo seminifero p/ testiculo (m) 1,38 +0,26 18,88
Comprimento de tubulo seminifero p/ grama testiculo (m/g) 23,33 + 8,48 36,35

*DV= desvio padrao ** CV= coeficiente de variacdo (%)

Espermatogonias Tipo-A (Figura 1. A-1) estavam presentes em ndimero

crescente a partir do estadio I até a transicdo dos estadios V e VI, sempre proximas a

lamina basal. No estadio VII, espermatogonias intermediarias foram observadas

(Figura 2.C-1). Estas células apresentaram nicleos menores em comparagdo com

aquelas do tipo-A.
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Figura 1. Estadios I a IV de (A a D) do CES em Oligoryzomys nigripes e suas
respectivas figuras celulares: Espermatogonia Tipo-A (SGA); preleptdteno /leptdteno
(PL/L), zigbteno (Z), paquiteno (PQ), espermatides arredondadas (AR), espermatide
alongada (AL) e células de Sertoli (S). Estrela= figuras de divisdo meidtica; setas=
feixes de espermatides alongadas. Barras=18um. A-1 ultraestrutura de SGA no estadio
I do CES (B=5um); B-1 ultraestrutura de espermatides em alongamento no estadio II
do CES (B=4um); C-1 ultraestrutura de espermatides em alongamento e se

organizando em feixes no estadio III do CES (B=5um);

No estagio VIII, pode-se notar a presenca de espermatogonias tipo-B (Figura 2.
D-1), que apresentavam nucleo de redondo a oval, e maior conteudo de
heterocromatina. Alguns espermatdcitos primarios em preleptoteno também estavam
presentes (Figura 2.D). Essas células tinham nticleo menor, mais escuro, cromatina
homogénea e presenca um ou dois nucléolos. Espermatocitos primarios em
preleptdteno continuaram sendo vistos no estadio I, quando também se observou a
presenga de espermatocitos com caracteristicas tipicas de leptoteno, com citoplasma

claro e nucleo apresentando grumos de heterocromatina periférica.
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Figura 2. Estadios V a VIII (A a D) do CES em Oligoryzomys nigripes ¢ suas

respectivas figuras celulares: Espermatogonia intermediaria (SGI); espermatogdnia
Tipo-B (SGB); preleptoteno/leptoteno (PL/L), paquiteno (PQ), espermatides
arredondadas (AR), espermatécito secundario (ES), espermatide alongada (AL) e
células de Sertoli (S). Barras=18um. C-1 ultraestrutura de SGI tipicas do estadio VII
do CES (B=5 um); D.1- Ultraestrutura de SG-B tipicas do estadio do VIII (B=5 um).
E- ultraestrutura do nucleo de uma célula de Sertoli e suas projecdes citoplasmaticas
em contato com espermatdcitos. (B=5 pm); F- ultraestrutura de um clone de AR

apresentando mesmo estagio de desenvolvimento do acrossoma. (B=5 pum).

A presenga de espermatocitos primarios em zigoteno foi detectada no estadio I,
em pequena quantidade, isoladamente ou em pequenos grupos, ocupando porc¢des
opostas em uma mesma sec¢do transversal de tibulo seminifero. No estadio II
espermatocitos primarios em leptoteno, zigdteno e em paquiteno foram observados, e
no estadio III além de espermatdcitos primarios em zigdteno, espermatocitos com
nucleos grandes, tipicos de paquiteno estavam presentes (Figura 1.C). Este tipo celular
¢ 0 mais comum no epitélio seminifero e mostrou-se presente por um ciclo completo

em todos os estadios seguintes, até a transicao do proximo estadio III para IV, quando
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entdo rapidamente diferencia-se em espermatdcitos primarios em diploteno. Esta ¢ a
maior célula germinativa constituindo pelo menos uma camada do epitélio seminifero
no estddio IV (Figura 1.D), quando ocorrem duas divisdes meidticas, sendo
observados espermatdcitos primarios com suas caracteristicas placas metaféasicas
(Figura 1. D). Na transicdo dos estadios IV e V, ntcleos de espermatdcitos
secundarios foram identificados. Estas células apresentaram caracteristicas
semelhantes a paquiteno, s6 que de tamanho menor (Figura 1. D).

Apoés a segunda divisdo meiotica, espermatides arredondadas comecaram a ser
observadas novamente, marcando o inicio do estddio V quando duas geragdes de
espermatides podem ser observadas no epitélio seminifero: aquelas que ja estavam em
avancado processo de diferenciagdo e que até o final do estddio VIII seriam
espermiadas na luz do tubulo seminifero, e aquelas recém-divididas (Figura 2. A). As
espermatides arredondadas sdo células pequenas que geralmente ocupam trés ou
quatro camadas na parte superior do ambiente adluminal e clones destas células, no
mesmo estadgio de desenvolvimento, sdo observadas do estddio V até o estadio I
seguinte (Figura 2.F). A partir deste ponto, essas espermatides iniciam um elaborado
processo de alongamento e diferenciagdo com caracteristicas distintas. No estadio II
essas c¢lulas foram caracterizadas com base em seus nucleos em fase de alongamento,
orientados em dire¢ao aos nucleos das células de Sertoli localizados na base do tubulo
(Figura 1. B-1). No estadio III, espermatides alongadas formavam feixes compostos
por poucos nucleos (Figura 1. C-1) e no estadio IV estes feixes continuaram sendo
vistos nas camadas acima das figuras de divisdo.

No estadio V, feixes de espermatides alongadas estavam localizados em criptas
das células de Sertoli, sendo frequente a observacdo de alguns nucleos situados
profundamente no epitélio seminifero (Figura 2. A). No estaddio VI, espermatides
alongadas estavam agrupadas mais préximas ao lume tubular, em feixes menos
profundos no epitélio seminifero (Figura 2. B), evoluindo no estddio VII para feixes
menos associados e nucleos ainda mais alongados. (Figura 2.C). Neste estadio foi
possivel verificar a presenca de caudas de espermatozodides no lume tubular.

No estadio VIII os feixes de espermatides alongadas foram completamente
desfeitos e estas células foram vistas pareadas e aderidas ao epitélio seminifero pela
borda luminal, onde também foram vistos corpos residuais (Figura 2. D).

A freqiiéncia de cada um dos 8 estadios do CES ¢ mostrada na Figura 3.
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Figura 3. Frequéncias relativas (%) dos estadgios do ciclo do epitélio seminifero de

Oligoryzomys nigripes.

A Brdu ¢ incorporada no nucleo das células germinativas, que estao sintetizando
DNA no momento da injecdo, especialmente espermatogdénias e espermatocitos
primarios em preleptoteno / leptoteno no estddio I do CES. Assim, através da coleta
dos testiculos em intervalos bem definidos de tempo apds o tratamento, ¢ possivel
estimar o percentual do ciclo percorrido e assim determinar a sua duragdo. Neste
estudo, os fragmentos testiculares foram recolhidos 24, 48, 120 ¢ 168 horas apos o
tratamento com bromodeoxiuridina. As células mais avancadas, marcadas pela Brdu
no epitélio seminifero destes animais, foram espermatocitos primarios em zigdteno no
estadio IlI-avangado do CES apds 48h de aplicacdo. Assim, foram percorridos 45,75%
(frequéncia média das Fases 1-3) do ciclo do epitélio seminifero e, portanto, o ciclo
foi calculado em 3,93 dias (Fig. 4). Considerando-se que 4,5 CES sdo necessarios para
completar um ciclo espermatogénico, a espermatogénese total de Oligoryzomys

nigripes foi estimada como sendo de 17,68 dias.
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Figura 4. A e B- Tubulo seminifero de O. nigripes no estadio III do SEC mostrando
marcagdo dos espermatocitos primdrios em zigoteno apds 48h de aplicagdo do Brdu.

Setas mostram células marcadas.

A populagdo celular corrigida do estadio I do SEC esta descrita na Tabela 2.

Tabela 2. Populagao celular corrigida por sec¢do transversal de tibulo, no estddio 1 do

ciclo do epitélio seminifero de Oligoryzomys nigripes.

Animals SGA PL PQ AR S

Média + 2,25+04 5,51+0,9
*DP 2 32,86+5,80 33,01+£8,23  82,22+16,43 6

** CV (%) 18,74 17,64 21,83 19,99 13,72

SG-A (espermatogonia do tipo A); PL (espermatdcito primario em preleptoteno); PQ (espermatocito
primario em paquiteno); AR (espermatides arredondadas); CS (células de Sertoli).*DP desvio padrio
**Coeficiente de variagao.

Os indices de rendimento da espermatogénese de O. Nigripes estdo listados na

Tabela 3.
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Tabela 3. Rendimento intrinseco da espermatogénese de Oligoryzomys nigripes.

Parametros Média = DP* CV**(%)
CEME 14,60+3,11 24,93
RGE 36,54+9,85 2601
RM 2,49+0,48 14,01

CEME= coeficiente de eficiéncia de mitoses espermatogoniais; RGE= rendimento geral da

espermatogénese; RM= rendimento meiodtico. *DP=desvio padrdo **CV=coeficiente de variacao.

Os valores referentes aos indices de célula de Sertoli e reserva espermatica

testicular estdo listados na Tabela 4.

Tabela 4. Indices de células de Sertoli (ICS), nimero de células de Sertoli por
testiculo e por grama de testiculo, reserva espermatica testicular (RET) e produ¢do

espermatica diaria (PED) de Oligoryzomys nigripes.

Parametros Media + DP* CV**(%)
ISC/espermatide arredondada 14,92 + 3,64 24,05
ISC/célula germinativa 27,28 £6,19 21,75
Célula de Sertoli por testiculo 2x10°+ 4x10° 18,93
Célula de Sertoli por grama de testiculo 35x10°+ 6x10° 18,63
RET por testiculo 40x10°+ 8x10° 22,12
RET por grama de testiculo 584x10°+ 22,12
PED por testiculo 129x10° 22,12
PED por grama de testiculo 10x10°+ 2x10° 22,12
148x10° £ 32x10°

*DP=desvio padrdao **CV=coeficiente de variagao

4. Discussao

Dados morfométricos corporais e testiculares fornecem informagdes

fundamentais para o estabelecimento de padrdes fisiologicos e comportamentais. O
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indice gonadossomatico (IGS), por exemplo, pode fornecer informagdes sobre a
fisiologia reprodutiva e até mesmo sobre o sistema de acasalamento de uma espécie
(Kenagy e Trombulak, 1986). O O. nigripes ¢ um roedor de pequeno porte semelhante
ao camundongo. As médias de peso corporal e testicular observadas no presente
estudo estdo de acordo com o descrito para esta espécie. O indice tubulossomatico
(ITS) apresentou valor mais elevado que em paca (0,24% - Costa et al. 2010b), veado
(0,33% - Costa et al. 2011) e morcegos M. molossus (0,37% - Barros et al. 2013). O
maior investimento tubulossomatico pode estar relacionado ao sistema de
acasalamento, sendo observados ITS mais elevados em espécies polidndricas e
promiscuas (Caldeira et al. 2010).

Por representar a maior parte do parénquima testicular, o tibulo seminifero
exerce grande influéncia sobre a massa testicular. Adicionalmente, a populagao celular
do epitélio seminifero influencia diretamente seu didmetro, a altura do epitélio, e os
indices indicativos de producdo espermatica, sendo tais mensuragdes consideradas
grandes indicadoras da atividade espermatogénica (Paula et al. 1999). As médias de
diametro tubular e espessura do epitélio seminifero de O. nigripes sio respectivamente
205,8 e 62,2um, e estdo dentro da amplitude descrita na literatura sendo o didmetro
tubular de 180 a 300um na maioria dos amniotas (Roosen-Runge, 1977), e a espessura
do epitélio seminifero 60 a 100um na maioria das espécies descritas (Franga e
Russell, 1998; Hess e Francga, 2007; Caldeira et al. 2010; Costa et al. 2010a; Costa et
al. 2011). Estes dados além de serem indicativos de atividade testicular, sdo
fundamentais para o calculo do comprimento de tubulo seminifero que em O. nigripes
foi de 23,33 metros por grama de testiculo, acima da média encontrada para outros
mamiferos descritos (15m - Franca e Russell, 1998; Paula et al. 2002; Leal e Franga,
2006; Costa et al. 2008; Costa et al. 2010a), mas comparando-se aos 39 metros
descritos para T. moojeni (Cordeiro Jr. et al. 2010), observa-se que os roedores
silvestres, especialmente os menor porte, apresentam maior investimento em tubulo
seminifero, o que estd de acordo com Kenagy e Trombulak (1986) que afirmam que
espécies menores apresentam proporcionalmente maior investimento energético na
reproducio.

Com base no método da morfologia tubular (Berndtson, 1977), o CES em O.
nigripes foi dividido em 8 estadios, baseando-se na forma e localizagdo dos nucleos
das células germinativas e na presenca de figuras de divisdes meidticas, seguindo o
padrdo encontrado em outras espécies de mamiferos (Franga e Russell, 1998; Paula et

al. 1999; Almeida et al. 2006; Guido-Leite et al. 2006). Ha evidéncias conclusivas de
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que a freqii€ncia relativa desses estadios apresenta diferengas interespecificas, mas ¢
um parametro relativamente constante entre individuos de uma mesma espécie,
mesmo quando utilizando diferentes metodologias para sua identificagdo (Amann,
1962; Courot et al. 1970; Clermont, 1972; Ortavant et al. 1977). Independente dessas
variagdes entre espécies, os estagios do CES sdo agrupados em trés fases: pré-
meiotica, meidtica e pods-meidtica. Embora a maioria dos animais domésticos
apresente maior frequéncia de fase pré-meidtica em relacdo a fase poOs-meiodtica
(Franga e Russell, 1998), em O. nigripes, a fase pré-meidtica foi um pouco mais curta,
e tal fato pode estar relacionado ao tempo de diferenciagdo dos espermatocitos
primarios durante a profase meidtica, uma vez que em O. nigripes a transicdo de
preleptoteno para leptoteno foi observada, mesmo que em poucas células, no estadio
VIlI-terminal, e a transi¢do de leptdteno pra zigdteno parece comegar discretamente
ao final do estadio I/ inicio do estadio II, lembrando que na maioria das descrigoes,
zigotenos so seriam esperados na transi¢ao do estadio II para estadio III.

A andlise ultraestrutural do epitélio seminifero possibilitou a observacdo das
interacdes entre as células germinativas bem como o desenvolvimento das mesmas.
Pontes citoplasmaticas entre grupos de espermatides arredondadas foram observadas,
como ja descrito por Russell et al. (1990). Estas células estdo no mesmo estagio de
desenvolvimento, devido as caracteristicas do capuz acrossdmico. Espermatides
também foram visualizadas em sua fase alongada, com presenga de capuz
acrossomico desenvolvido e inicio de formacdo do flagelo, na regido oposta ao capuz.
Trés tipos de espermatogdnias podem ser distinguidas no epitélio seminifero: Tipo-A,
intermediaria e Tipo-B (de Rooij e Russell, 2000). A espermatogonia tipo A pode ser
evidenciadas ultraestruturalmente apresentando caracteristicas como forma,
localizagdo, caracteristicas do nucleo e presenga de nucléolos semelhantes as descritas
em camundongos (Russell et al. 1990).

Assim como a frequéncia relativa dos estadios, a duracao da espermatogénese ¢
uma constante espécie especifica controlada pelo genétipo de células germinativas
(Franga et al. 1998). A duragdo de um ciclo encontrada para O. nigripes foi de 3,93
dias totalizando 17,68 dias para o ciclo completo. Esse valor ¢ considerado bastante
curto, principalmente quando comparado a maioria dos mamiferos, que varia entre 7 a
14 dias por ciclo, e de 30 a 75 dias no total (Franca e Russell, 1998; Leal e Franga,
2006; Hess e Franga 2007). O menor periodo de tempo previamente registrado havia
sido para o roedor Cletheriomys glareolus com 6,7 dias (Grocock e Clark, 1976), mas

recentemente foram relatados 3,45 dias em morcegos Sturnira lilium (Morais et al.
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2013), e este foi considerado o menor periodo de tempo registrado em mamiferos. A
duragdo de um ciclo em O. nigripes neste estudo foi menor que aquela descrita para a
mesma espécie utilizando-se timidina H3 (Cordeiro Jr. 2009). Tal fato reflete na
duracao total do CES.

Cordeiro Jr. (2009) relatou recentemente que a duracdo do CES de O. nigripes
foi de 7,9 e 35,6 dias, o que representa o dobro do valor observado no presente estudo.
Diferengas nos resultados seriam esperadas porque o método utilizado neste trabalho
foi o da morfologia tubular enquanto Cordeito Jr. (2009) utilizou o método
acrossomico. A despeito das diferencas metodologicas entre os trabalhos, ndo se
esperavam variagdes ou se houvesse, que fossem menos acentuadas entre eles. Uma
possivel explicacdo para esta diferenca seria o fato de Cordeiro Jr. (2009) ter se
baseado na observagdo da marcagdo mais avancada aos 15 dias apos a aplicacdo do
marcador, o que de acordo com a duracdo descrita no presente trabalho, ja teria
resultado na espermiacdo das células incorporadas durante a préfase meidtica.
Intervalos mais curtos para deteccdo de progressdo de células marcadas no epitélio
seminifero, principalmente em espécies de menor porte, se fazem necessarios, pois ha
uma correlagdo entre tamanho corporal e investimento energético na reprodugdo e
assim, maior investimento energético pode aumentar a proliferacdo de células e a
velocidade do ciclo celular (Peters, 1983; Schmidt-Nielsen, 1984; Calder, 1984;
Kenagy e Trombulak, 1986)

A contagem da populagdo celular que compde o epitélio seminifero permite a
estimativa da eficiéncia das distintas fases que constituem o processo espermatogénico
(Russell et al. 1990). A populagdo de células germinativas que compdem o epitélio
seminifero no estadio I do CES em O. nigripes apresenta médias habituais. As razdes
numéricas entre as espermatogonias A e os demais tipos celulares foram utilizadas
para caracterizar a eficiéncia do processo espermatogénico ¢ quantificar as perdas
ocorridas (Costa et al. 2004; Franga et al. 2005). Em O. nigripes o coeficiente de
eficiéncia de mitoses espermatogoniais e o rendimento meidtico estiveram dentro da
faixa prevista para os animais ja investigados (respectivamente 14,6 a 24,8 células -
Franca ¢ Russell, 1998 ¢ 1,90 a 3,62 células - Franca ¢ Russell, 1998; Guido-Leite e
Paula, 2003; Bittencourt et al. 2004; Barros et al. 2007; Costa et al. 2007; Azevedo et
al. 2010; Costa et al. 2010a; Costa et al. 2011), e o rendimento geral da
espermatogénese, que mensura a eficiéncia do processo espermatogénico como um
todo a partir da populacdo de espermatides arredondadas, foi de 36,61 espermatides

arredondadas produzidas a partir de cada espermatogonia A. A confiabilidade deste
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indice como avaliacdo da producdo de espermatozodides baseia-se no fato de que
perdas durante o processo espermiogénico sdo consideradas pequenas e nao
significativas (Amann, 1970; Berndtson, 1977; Russell e Peterson, 1984; Johnson et
al. 2000). O rendimento geral da espermatogénese encontrado em O. nigripes foi
condizente ao observado em diversos mamiferos domésticos (26,2-74,2 - Franga e
Russell, 1998) e maior que o ja observado em roedores silvestres de maior porte como
a paca e a capivara (19,8 e 21,12 — Carretta Jr. 2012).

As células de Sertoli desempenham papel fundamental na regula¢do do processo
espermatogénico, coordenando-o tanto topograficamente como funcionalmente
(Paula, et al. 1999). Cada célula de Sertoli apresenta relagdo morfofuncional com um
nimero definido de células germinativas, e sua populacdo no epitélio seminifero ¢
constante ao longo de toda a vida do animal, j& que estas células sdo mitoticamente
inativas no organismo adulto (Wing e Christensen, 1982; Orth et al. 1988, Russell e
Griswold, 1993; Franca e Russell, 1998, Nieschlag et al. 2010). Assim, o nimero de
células germinativas que uma célula de Sertoli pode dar suporte estrutural e
nutricional serve como um indicativo da eficiéncia funcional destas células (Franca e
Russell, 1998). Em O. nigripes, cada célula de Sertoli é capaz de sustentar 28 células
germinativas, valor aproximado para paca e cutia (22,09 e 24,36- Carretta Jr. 2012).
Quanto a capacidade de suporte das células de Sertoli em relagdo as espermatides
arredondadas, observou-se que O. nigripes ¢ capaz de manter cerca de 12 destas
células, igual ao valor encontrado em cutia e paca (Carretta Jr. 2012). O ntimero de
células de Sertoli por testiculo e por grama de testiculo foi, respectivamente de 2x10°
e 35x10°, sendo este ultimo um dado mais confiavel para comparacdes entre espécies.
Neste contexto, o numero de células de Sertoli por grama de testiculo em O. nigripes
foi maior que nos demais mamiferos cuja média é de 25x10° células de Sertoli (Franga
e Russell, 1998; Melo et al. 2010; Costa et al. 2011), exceto para T. moojeni (50x10° -
Cordeiro Jr. et al. 2010), o que pode ser uma tendéncia do grupo.

O calculo da RET quantifica o nimero potencial de espermatozoides em
producdo no testiculo ou por grama de testiculo, a cada ciclo do epitélio seminifero de
uma determinada espécie (Amann e Lambiase, 1969; Berndtson, 1977). Em
O.nigripes, a RET encontrada por testiculo e por grama de testiculo foi 40x10° e
584x10° respectivamente, ¢ a essa grande diferenca entre os valores se deve o fato
desses animais apresentarem peso testicular bastante inferior a um grama. Utilizando-
se a RET por grama de testiculo para comparagdes interespecificas, observou-se que

os valores aqui encontrados estdo acima da média registrada para ledes africanos
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(103,8x10° — Barros et al. 2007), puma (268x10° — Guido-Leite e Paula, 2003), e para
a maioria dos animais domésticos (120-260x10° - Franca e Russell, 1998), mas
relativamente proxima ao valor encontrado para cutia 674x10° (Carretta Jr. 2012).

Embora a reserva testicular por grama de testiculo seja valida em comparagdes
interespecificas, deve-se lembrar de que esta variavel ¢ relativa a duragdao de um CES,
que ¢ uma constante biologica espécie especifica (Ortavant et al. 1977, Amann e
Schanbacher, 1983). Assim, dividindo-se a reserva espermatica pela duragao do CES ¢
possivel calcular a producdo espermatica diaria (PED). Em O. nigripes a PED
encontrada foi de 10x10° células por testiculo e 148x10° células por grama de
testiculo. Cordeiro Jr. (2009) registra que a PED em O. nigripes foi, respectivamente,
de 4,8x10° e 74x10° células por testiculo e por grama de testiculo, ou seja, metade dos
valores observados neste estudo. Tal resultado ja era esperado uma vez que, como ja
discutido anteriormente, a duragdo descrita por Cordeiro Jr. (2009) foi o dobro do
valor encontrado no presente estudo, justificando assim esta diferenca.

Embora a PED observada em O. nigripes seja proxima a 115x10° células por
grama de testiculo descritos para cutia (Carretta Jr. 2012), estd bem acima do
registrado para espécies com alta eficiéncia espermatogénica, que produzem cerca de
vinte a trinta milhdes de espermatozoides, incluindo-se ai animais domésticos como o
suino, equino, ovino ¢ o coelho (Franca e Russell, 1998), e ainda acima dos valores
descritos para o ratos, que se enquadram na amplitude dos animais com média
eficiéncia espermatogénica, produzindo de dez a vinte milhdes de espermatozdides
(Robb et al. 1978). A elevada PED observada em O. nigripes parece refletir uma
tendéncia para os roedores silvestres, uma vez que alguns autores relatam que em
representantes deste grupo a PED pode ser de 2 a 4 vezes maior do que em

camundongo, hamster e rato (Sharpe, 1994; Hess e Franca, 2007).
5. Conclusoes

A espécie O. nigripes exibe alto investimento na reprodugao, apresentando alta
densidade volumétrica (%) de tibulos seminiferos, curta duragdo do CES e altos
valores de produgdo espermatica, resultando em elevada eficiéncia espermatogénica.
A isto se relaciona o tamanho corporal, que se mostra inversamente proporcional ao
investimento energético na reproducdo e ainda o comportamento reprodutivo,
sugestivo de o polidndrico ou promiscuo. Também ¢ importante ressaltar que, apesar

desses roedores serem animas silvestres proliferos, eles compdem niveis basais da
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cadeia alimentar, estando assim muito vulneraveis as pressdes ambientais. Sugere-se
que todos estes fatores relacionados exijam destes animais elevada eficiéncia
espermatogénica para assegurar seu sucesso reprodutivo.
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Artigo 2

Eficiéncia espermatogénica do roedor silvestre Akodon cursor (RODENTIA:
Cricetidae)

Resumo

O conhecimento das etapas que compdem o ciclo do epitélio seminifero (CES) e a
determinagdo de sua duragdo sdo requisitos fundamentais para a quantifica¢do precisa
da dindmica da espermatogénese. Apesar dos roedores silvestres serem excelente
modelo de estudo pouco se conhece acerca da atividade testicular desses animais. O
objetivo deste estudo foi descrever os paddes morfométricos e volumétricos do
testiculo de Akodon cursor, caracterizar os estadios que compdem o CES, verificar a
freqiiéncia relativa dos estadios, calcular a duracdo do processo espermatogénico € os
indices de producdo e rendimento espermatico, por meio de andlises histologicas e
imunohistoquimicas. O indice gonadossomatico (IGS) foi de 0,74% e o indice
tubulossomatico (ITS) de 0,66%. Cerca de 27 metros de tibulos seminiferos sdo
encontrados em cada grama de testiculo de A. cursor, o que ¢ considerado um valor
elevado. De acordo com o método da morfologia tubular, o CES em A.cursor foi
dividido em oito fases, seguindo o padrao encontrado em outros mamiferos. A fase
pré-meidtica foi mais curta que a pos-meiodtica e a duracdo do CES foi de 4,26 dias.
Assim, 19,15 dias foram necessarios para o desenvolvimento de espermatozoides a
partir de espermatogonias iniciais. O nimero de células de Sertoli por grama de
testiculo foi 48x10°. A producdo espermatica didria por grama de testiculo foi de
142x10° células sendo considerada alta até mesmo para os mamiferos com alto indice
de produgdo. Conclui-se que A.cursor apresenta elevada eficiéncia espermatogénica,
tendo grande investimento somatico em tibulos seminiferos e em células de Sertoli,

além de curta duragdo do CES e elevada producao espermatica.

Palavras-chave: Produgdo espermatica, imunohistoquimica, ciclo do epitélio

seminifero, roedores silvestres.
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Paper 2

Spermatogenic efficiency of wild rodent Akodon cursor (RODENTIA: Cricetidae)

Abstract

The knowledge of the stages that compose the cycle of the seminiferous epithelium
(ESC) and the determination of its duration are essential for accurate quantification of
the dynamics of spermatogenesis. Despite wild rodents are excellent study model little
is known about, testicular activity in these animals. The aim of this study was to
describe the patterns of morphometric and volumetric testicle Akodon cursor,
characterize the stages that compose the ESC, verify the relative frequency of stages,
calculate the duration of spermatogenesis and production indices and yields sperm
through histological and immunohistochemical analyzes. The gonadosomatic index
(GSI) was 0.74% and tubulossomatic index (TSI) of 0.66%. About 27 meters of
seminiferous tubules are found in each gram of testis of A. cursor, which is considered
a high value. According to the tubular morphology method, the ESC in A.cursor was
divided into eight stages, following the pattern found in other mammals. The pre-
meiotic was shorter than the post-meiotic and duration of CES was 4.26 days. Thus,
19.17 days were necessary for the development of sperm from initial spermatogonia.
The number of Sertoli cells per gram of testis was 48x10°. The daily spermatic
production per gram of testis was 142x10° cells is considered high even for mammals
with high indexes of production. It is concluded that A.cursor showed spermatic
efficiency high, presenting great investment somatic in seminiferous tubules and

Sertoli cells, short duration of ESC and spermatic production high.

Keywords: Spermatic production, immunohistochemistry, cycle of the seminiferous

epithelium, wild rodents.
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1. Introducéo

A ordem Rodentia representa 40% das espécies de mamiferos ainda existentes,
sendo a maior ordem em ntimero de espécies, com aproximadamente 29 familias, 443
géneros ¢ 2021 espécies (Nowak, 1999; Lage e Schmidt, 2007). Particularmente no
Brasil, foram registrados 71 géneros e 235 espécies de roedores (Oliveira e Bonvicino,
2006). O género Akodon agrupa roedores de pequeno porte, com pelo menos 10
espécies de ocorréncia natural no Brasil. Sdo roedores terrestres, que habitam
formagdes florestais, areas abertas adjacentes e campos de altitude ao longo de toda a
Mata Atlantica, Campos do Sul, areas florestais da Caatinga e formagdes vegetais
abertas e fechadas do Cerrado (Bonvicino et al. 2008). Apesar do grande niimero de
representantes desta ordem em nossa fauna, existem poucos dados na literatura sobre
sua biologia reprodutiva (Duarte, 2003), o que dificulta a aplicacdo de medidas de
conservagao ¢ manejo (Fonseca et al. 1996).

O estudo dos estadios que compdem o ciclo do epitélio seminifero (CES) e a
determinagdo de suas freqliéncias, associado a morfometria testicular sdo
fundamentais para compreender a dindmica da espermatogénese (Roosen-Runge e
Giesel, 1950; Courot et al 1970; Ortavant et al. 1977). Outro dado de grande
importancia ¢ a estimativa de duracao do processo espermatogénico, que permite o
calculo da producdo espermatica diaria por grama de testiculo, um parametro essencial
para a compreensdo da producdo de espermatozdides e que permite correlagdes
interespecificas. A utilizagdo de imunohistoquimica foi adaptada para o célculo da
duracdo da espermatogénese, utilizando-se a S5-bromodeoxiuridina (BrdU), uma
pirimidina andloga da timidina que ¢ seletivamente incorporada ao DNA celular
durante a fase S do ciclo celular. Por meio do uso de anticorpos anti-BrdU ¢ possivel a
identificagdo das células que incorporaram este precursor in vivo (Fagerholm et al.
1994). Por ser uma técnica ndo radioativa, a incorporagdo da BrdU ¢ uma alternativa
ao método da timidina H3 para estudos morfofuncionais, ja4 que ¢ uma técnica com
abordagem adequada, precisa e rapida para determinar a duracdo do CES (Rosiepen et
al. 1997).

Considerando-se que o conhecimento sobre a biologia e a fisiologia da
reproducdo em pequenos mamiferos ¢ ainda muito limitado, principalmente em
relagdo aos parametros reprodutivos mais elementares dos animais silvestres (Wildt,
2005), torna-se necessario incrementar as pesquisas nessa area. Assim, este estudo

teve como objetivo verificar as caracteristicas histologicas morfométricas e
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volumétricas do testiculo do roedor silvestre Akodon cursor, endémico da Zona da

Mata mineira, fornecendo informagdes referentes a producao espermatica.

2. Material e Métodos

Foram utilizados 10 animais machos, adultos, coletados em uma areca de Mata
Atlantica de cerca de 10 hectares (20°81°S, 42°85°W), localizada no Municipio de
Vigosa na Zona da Mata Mineira. As coletas foram autorizadas pelo ICMBio (n°
22289-1), e foram feitas ao longo de um ano, utilizando-se armadilhas tipo Sherman,
Tomahawk e Pitfall.

Apos a captura, os animais foram levados ao Laboratério de Biologia Estrutural
da Universidade Federal de Vicosa sendo entdo pesados, medidos e submetidos a
eutandsia por superdosagem anestésica pela associacdo de cloridrato de xilazina (150
mg/kg) e cloridrato quetamina (10mg/kg) (Virbac do Brasil, Sdo Paulo, SP, Brasil).
Os testiculos foram removidos, pesados em balanca de precisdo e imediatamente
imersos em solu¢do de Karnovsky (Karnovsky, 1965) por um periodo de 24 horas,
sendo posteriormente transferidos para éalcool 70% onde foram mantidos até o
momento do processamento. Este experimento foi certificado pela comissao de ética
para Uso de Animais (CEUA)/ UFV (Protocolo n° 083/2012).

Para andlise histologica em microscopia de luz, fragmentos testiculares foram
desidratados em série etanodlica crescente procedendo-se a inclusdo em
glicolmetacrilato (Historesin®, Leica. Leica Microsystems, Nussloch, Heidelberg,
Germany). Foram obtidas sec¢des semisseriadas de 3um de espessura, em microtomo
rotativo Leica RM2255 (Leica Microsystems, Nussloch, Heidelberg, Germany),
respeitando-se um intervalo de 40um entre os cortes aproveitados. As preparagdes
foram coradas com azul de toluidina + borato de so6dio 1% e as andlises morfométricas
foram feitas utilizando o programa para analise de imagens ImageJ 1.43 (Rasband,
1997-2009, National Institute of Health, Bethesda, MD, USA), aplicado em imagens
capturadas em diferentes aumentos, utilizando-se fotomicroscopio Olympus BX-40
(Olympus, Tokyo, Japan).

A propor¢cdo volumétrica dos compartimentos do parénquima testicular foi
determinada a partir da contagem de 1000 pontos projetados sobre 10 imagens,
obtidas das preparagdes histologicas de cada animal, em aumento de 100x. O volume
de cada componente testicular, expresso em ml, foi estimado a partir do conhecimento

desse percentual ocupado pelos compartimentos no testiculo e do conhecimento da
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massa testicular, considerando-se que a densidade do testiculo é em torno de 1
(Johnson et al. 1981; Costa et al. 2011; Balarini et al. 2011). Baseado no volume de
tubulo seminifero (VTS) e no peso corporal (PC) foi calculado o indice
tubulossoméatico (ITS) pela féormula: VIS / PC x 100. O diametro dos tubulos
seminiferos e a altura do epitélio seminifero foram obtidos a partir da mensuracao de
10 secgdes transversais, por animal, de tubulos que apresentavam contorno o mais
circular possivel. O comprimento dos tibulos seminiferos (CT) foi calculado a partir
da formula CT=VTS/aR?% onde VTS=volume dos tabulos seminiferos; nR*=4rea da
secc¢ao transversal dos tubulos seminiferos e R= raio tubular.

Os estadios do CES foram caracterizados com base no método da morfologia
tubular proposto por Berndtson (1977), no qual 8 estddios sdo descritos baseando-se
na forma e na localizagio do nucleo das espermatides e espermatdcitos e na
ocorréncia de figuras de divisdo meidtica. As freqiiéncias relativas de cada um dos 8
estadios descritos foram obtidas a partir da contagem de 200 secgdes transversais de
tabulos seminiferos, escolhidos ao acaso, em cada animal.

Para calcular a duragdo do CES, injecgdes testiculares de 0,2 ml de
bromodeoxiuridina (BrdU; Zymed Laboratories, Inc., Carlsbad, CA, EUA) foram
administradas nos animais 1 e 24 horas antes da coleta dos testiculos. Um fragmento
de testiculo de cada um desses animais foi desidratado em série etandlica crescente e,
subsequentemente, lavados em xileno antes de serem embebidos Paraplast® (Sigma-
Aldrich). Detec¢do de BrdU foi realizada por coloracdo de seccdes de 4 pum de
espessura com anticorpo monoclonal. As sec¢des foram desparafinadas e reidratadas,
lavadas em tampao fosfato (PBS) e a atividade da peroxidase enddgena foi bloqueada
com H,0O,. Em seguida, os cortes foram lavados em PBS, imersos em HCI (para
desnaturar DNA), e novamente lavados em PBS. Procedeu-se o pré-tratamento
enzimatico com a incubagdo em solu¢do de tripsina. Apos lavagem em PBS, o
material foi incubado em solucdo de bloqueio para evitar reagdes cruzadas. Em
seguida, o material foi incubado com anticorpo monoclonal de rato biotinilado anti-
BrdU (Zymed Laboratories, Inc.) e revelado com estreptavidina peroxidase (Zymed
Laboratories, Inc.). A estimativa da duracdo do CES foi realizada por meio da
observagao da célula mais avangada marcada pelo tratamento com BrdU presente no
epitélio, relacionando-se a frequéncia dos estagios.

Em dez secgdes transversais de tibulos seminiferos, no estddio I do CES
(Berndtson, 1977), foram quantificadas as populagdes de espermatogonias do tipo A
(SGA), espermatdcitos primarios em preleptoteno (PL), espermatocitos primarios em
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paquiteno (PQ), espermatides arredondadas (AR) e células de Sertoli (CS). Devido a
diferencas no tamanho dos diversos tipos celulares, as contagens obtidas foram
corrigidas numericamente considerando-se a espessura do corte e o didmetro nuclear
ou nucleolar, este ultimo, no caso das células de Sertoli, utilizando-se para isto a
formula de Abercrombie (1946) modificada por Amann (1962).

A partir dessas populacdes foram determinados o coeficiente de eficiéncia de
mitoses espermatogoniais (PL/SGA), rendimento meiodtico (AR/PQ), rendimento geral
da espermatogénese (AR/SGA), indices de células de Sertoli total ((SGA + PL + PQ +
AR)/ CS) e indice de célula de Sertoli por espermatide arredondada (AR/S).
Assumindo-se que a perda na espermiogénese nao ¢ significativa, a reserva
espermatica testicular total (RET), por testiculo e por grama de testiculo, foi calculada
a partir da populagdo celular de espermatides arredondadas no estddio 1 do CES.
Deste modo, foi calculado o nimero médio de espermatides arredondadas em secgdes
transversais de tibulos seminiferos de espessura conhecida, sendo este numero
corrigido para o comprimento total do tibulo por testiculo ou por grama de testiculo, a
partir da formula: RET= (comprimento dos tibulos seminiferos / espessura do corte) x
namero corrigido de espermatides arredondadas por seccdo transversal (Berndtson,
1977).

A producao espermatica diaria (PED) foi calculada utilizando-se a seguinte
formula: PED = RET / Dura¢do do ciclo em dias. Para se obter a PED por grama de
testiculo dividiu-se o resultado da PED pelo peso bruto testicular. Os dados foram
analisados quanto a média e desvio padrio e, em alguns casos, quanto ao coeficiente

de variacdo, segundo a fun¢ao estatistica do programa Microsoft Office Excel® 2003.

3. Resultados e Discussao

Os parametros testiculares morfométricos e volumétricos estdo apresentados na
Tabela 1. A ordem Rodentia ¢ a que apresenta a maior variacdo para o peso relativo
dos testiculos observando-se variagdes, de 0,05% em castor canadense a 8,41% em
gerbil indiano (Kenagy e Trombulak, 1986). O IGS registrado para A. cursor foi de
0,74%, que ¢ considerado elevado quando comparado a outros grupos como os
carnivoros (Paula et al. 1999; Paula et al. 2002, Caldeira et al. 2010; Balarini et al,
2011) e até mesmo a roedores de maior porte como chinchilas (0,8%) (Leal e Franga,
2008). Pelo menos em parte, este resultado pode estar associado ao elevado

investimento dessa espécie em tibulo seminifero que apresentou ITS de 0,66%, maior
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que em paca (0,24% - Costa et al. 2010b), veado (0,33% - Costa et al. 2011) e
morcegos M. molossus (0,37% - Barros et al. 2013). O elevado ITS encontrado em A.
cursor acompanha o descrito para outro roedor silvestre, o Trinomys moojeni, que
apresenta densidade volumétrica de tiibulos seminiferos recorde entre os mamiferos
estudados (97,6%, Cordeiro Jr. et al. 2010). Este parametro ¢ de grande importancia
para avaliacdo do comportamento reprodutivo, uma vez que espécies promiscuas ou
polidndricas apresentam maior investimento em tibulos seminiferos quando
comparadas com espécies monogamicas ou poliginicas (Kenagy e Trombulak, 1986;
Caldeira et al. 2010), sugerindo-se assim que A. CUrsor se enquadra no primeiro
grupo.

Seguindo o padrdo observado para outros roedores silvestres, a propor¢ao
volumétrica de albuginea testicular de A. cursor foi de 7,48%, menor que o observado
na maioria das espécies domésticas que ¢ 10% (Franca e Russell, 1998), porém maior
que a de roedor silvestre do mesmo porte (3,2% - Hylaeamys megacephalus, Melo et
al. 2013).

Tabela 1- Pardmetros morfométricos e volumétricos testiculares e indices somatico de

Akodon cursor.

Parametros Média = DV* CVv**
(%)
Peso corporal (g) 43,86 = 7,69 17,54
Teso testicular (g) 0,33+0,10 28,76
Peso médio por testiculo (g) 0,16 + 0,05 1,34
Indice Gonadossomatico (%) 0,74 +£0,13 18,23
Proporc¢ao volumétrica de albuginea testicular (%) 7,48 2,65 35,47
Propor¢ao volumétrica de tabulo (%) 90,70+4,59 5,06
Proporc¢ao volumétrica de interttibulo(%) 9,30+ 4,63 49,80
Didmetro médio de tibulo seminifero (um) 203,83 £15,73 7,72
Espessura média de epitélio seminifero (um) 93,08 +3,37 3,62
Volume tubular (ml) 0,15+0,04 26,28
Tubulossomatico index (%) 0,66 +0,10 15,06
Comprimento de tibulo seminifero p/ testiculo (m) 4,62 +£1,21 26,28
Comprimento de tibulo seminifero p/ grama testiculo (m/g) 27,54 £2,29 8,31

*DV= desvio padrao ** CV= coeficiente de variagao (%)
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Por representar a maior parte do parénquima testicular, o tibulo seminifero
exerce grande influéncia sobre a massa testicular. Adicionalmente, a populacao celular
do epitélio seminifero influencia diretamente seu didmetro, a altura do epitélio, e os
indices indicativos de produgdo espermadtica, sendo tais mensuragdes consideradas
grandes indicadoras da atividade espermatogénica (Paula et al. 1999). O didmetro
tubular e a espessura do epitélio seminifero de A. cursor foram, respectivamente,
203,83um e 93,08um (Tabela 1), estando dentro da amplitude descrita na literatura
para a maioria dos amniotas (180 a 300um - Roosen-Runge, 1977) e (60 a 100um -
Franca e Russell, 1998; Hess e Franga, 2007; Caldeira et al. 2010; Costa et al. 2010a;
Costa et al. 2011) para a maioria das espécies descritas.

Em A. cursor observou-se 4,62 metros de tubulos seminiferos por testiculos
(Tabela 1). Sabendo-se que o tamanho dos testiculos varia muito entre espécies, 0
comprimento tubular por grama de testiculo ¢ mais relevante para comparagdes
interespecificas. Neste caso, em A. cursor cada grama de testiculo apresentou 27,54
metros, estando acima da média encontrada para outros mamiferos descritos (15m -
Franca e Russell, 1998; Paula et al. 2002; Leal ¢ Franga, 2006; Costa et al. 2008;
Costa et al. 2010a), mas comparando-se aos 39 metros descritos para T. moojeni
(Cordeiro Jr. et al. 2010). Observa-se entao que os roedores silvestres, especialmente
os de menor porte, apresentam maior investimento em tubulo seminifero,
acompanhando a tendéncia observada em espécies menores, que apresentam
proporcionalmente maior investimento energético na reprodugdo (Kenagy e
Trombulak, 1986).

De acordo com o método da morfologia tubular (Berndtson, 1977), 8 estadios
foram descritos no testiculo de A. Cursor (Figura 1 A - H). A distribui¢do destes
estadios ¢ apresentada de forma segmentar ao longo do comprimento do tibulo
seminifero, ¢ geralmente ha apenas um estadio por sec¢do transversal. Além das
células de Sertoli e espermatogonias, que estavam presentes em todos os estadios,
diferentes arranjos de geragdes de células germinativas foram observados em cada um
dos 8 estadios e suas caracteristicas sdo descritas a seguir.

Estddio I — Os nucleos das células de Sertoli apresentaram nucléolo bem
desenvolvido e cromatina frouxa. Observou-se a presenca de espermatogonias tipo-A
proximas a lamina basal, com nucleo de ovoide e citoplasma geralmente bem
delimitado ao redor do nucleo. Espermatdcitos primarios em preleptdteno/leptoteno,
apresentando nucleo esférico e bem corado estavam presentes no ambiente basal,

sendo seguida por uma ou duas camadas de espermatodcitos primarios em paquiteno. A
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principal caracteristica deste estddio foi a presenga de uma unica geracdo de
espermatides, constituindo de 4 a 6 camadas no ambiente adluminal. Estas células
apresentavam nucleos redondo, escuro e menor que os demais tipos celulares
observados (Figura 1 A).

Estddio II — EspermatogoOnias tipo-A e células de Sertoli apresentaram
caracteristicas muito semelhantes as observadas no estadio anterior. Os espermatocitos
primarios em preleptoteno/leptdteno e em paquiteno continuaram presentes, € neste
estddio observou-se o inicio do alongamento das espermatides, orientando-se em
direcdo ao nucleo das células de Sertoli (Figura 1 B).

Estadio III — Espermatécitos primarios em leptdteno e em zigdteno juntamente
com as espermatogonias tipo-A e os nlcleos das células de Sertoli constituiam o
ambiente basal. Espermatocitos com nucleos grandes tipicos de diplotenos estavam
presentes na regido intermedidria do epitélio seminifero. Os nucleos de espermatides
continuaram a alongar-se e formarem feixes inseridos profundamente no epitélio
seminifero, com a cabeca orientada para o ambiente basal (Figura 1 C).

Estadio IV — Este estadio foi caracterizado pela presenca de figuras de divisao
meidtica (Figura 1 D). Observou-se que esta etapa de divisdo ocorreu gradativamente,
sendo possivel encontrar uma mesma seccao transversal de tubulo no estadio IV,
ninhos de diplotenos seguidos por espermatocitos primarios em metafase seguidos de
grupos de espermatocitos secundarios. Feixes de espermatides alongadas estavam
presentes proximos ao lume tubular (Figura 1 D).

Estddio V — Duas geragdes distintas de espermatides estavam presentes: As
arredondadas recém-formadas e as espermdtides em avangado estidgio de
alongamento, apresentando-se em feixes mais numerosos inseridos em criptas do
citoplasma das células de Sertoli. Um claro aumento no nimero de espermatogdnias
foi observado proximo a membrana basal, e espermatocitos primarios em zigoteno e
em paquiteno foram observados no ambiente adluminal do epitélio (Figura 1 E).

Estadio VI — Células provenientes de espermatogonias do tipo-A com nucleos
menores € mais escuros estavam presentes na base do tubulo, indicando
espermatogonias intermedidrias. Espermatdcitos primarios em zigéteno foram menos
numerosos, € os demais tipos celulares observados no estadio anterior estavam
presentes ¢ em posicionamento similar. Os feixes de espermatides alongadas se
mostraram mais proximos ao lume tubular (Figura 1 F).

Estadio VII — Estiveram presentes espermatogonias intermedidrias e do tipo-B,

localizadas na base do epitélio, e nicleos de espermatocitos primarios em paquiteno
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ocupavam a regido intermediaria do epitélio. As espermatides alongadas
apresentaram-se praticamente dissociadas e localizadas ainda mais proximas ao lume

tubular que no estadio anterior (Figura 1 G).

Figura 1. Estadios I a VIII de (A a H) do CES em A. cursor e suas respectivas figuras
celulares: espermatogonia Tipo-A (SGA); Espermatogonia intermediaria (SGI);
Espermatogonia Tipo-B (SGB); preleptoteno /leptoteno (PL/L), preleptoteno (PL),
leptéteno (L) =zigoéteno (Z), paquiteno (PQ), espermatides arredondadas (AR),
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espermatide alongada (AL) e células de Sertoli (S); Corpos residuais (CR) Estrela=

figuras de divisao meiotica; Barras=18um.

Estadio VIII — Células de Sertoli, espermatogonias do tipo B e espermatdcitos
primarios em preleptoteno sdo observados proximos a lamina basal. Espermatocitos
em paquiteno ocupam o ambiente adluminal do epitélio, seguidos de espermatides
arredondadas. As espermatides alongadas estdo totalmente dissociadas e aderidas
apenas a borda luminal sendo evidenciados corpos residuais na mesma regido (Figura
1 H).

A frequéncia relativa de cada um dos 8 estadios do CES acima descritos para A.
cursor ¢ apresentada na Figura 2 e usualmente, estes estddios sdo agrupados em trés
fases: pré-meioticas, meiodtica e pds-meiodtica. A maioria dos animais domésticos tem
frequéncia mais elevada na fase pré-meidticas, em relagdo a fase poés-meiotica (Franca
e Russell, 1998). Entretanto, em A. cursor estas fases representaram respectivamente
44,13%, 6,75% e 49,13%, sendo a fase pré-meiodticas mais curta que a pds-meidtica.
Considerando-se que a maior frequéncia de um determinado estagio indica que este
tem uma duragdo mais longa dentro do CES (Morais et al. 2013), ¢ possivel relacionar
a prevaléncia da fase posmeitotica em A. cursor a alta frequéncia relativa do estadio
VIII que representou 21,13% (Figura 2). E importanre considerar que, embora a
frequéncia relativa dos estddios do CES seja constante entre individuos da mesma
espécie (Amann, 1962; Courot et al. 1970; Clermont, 1972, Ortavant et al. 1977), ela
¢, assim como a duracdo do CES, uma constante espécie especifica controlada pelo
gendtipo das células germinativas (Franca et al. 1998), e portanto, diferencas entre as
frequéncias das fases ¢ relativamente comum entre espécies.

A bromodeoxiuridina ¢ incorporada pelo nticleo das células germinativas que
estdo realizando sintese de DNA no momento da aplicagdo, especialmente
espermatogonias e espermatocitos primdrios em preleptoteno/leptdteno no estadio I do
ciclo do epitélio seminifero. Assim, através da coleta de fragmentos de testiculo em
intervalos bem definidos de tempo ap6s o tratamento, ¢ possivel estimar o percentual
do ciclo percorrido e assim determinar a sua duracao (Balarini et al. 2011) (Figura 2).

Neste estudo, as células marcadas que apresentavam maior progressao no
epitélio seminifero de A. cursor foram espermatdcitos primdrios em
preleptdteno/leptoteno no estagio I terminal do CES (Figura 3). Dentro de 24 horas,
houve uma progressao de 23,5% (frequéncia média das Fases 1-2) do CES. Portanto, a

duragdo de cada ciclo correspondeu a 4,26 dias. Considerando-se que 4,5 CES sao
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necessarios para completar todos os processos de espermatogénese, a duragdo total da
espermatogénese em A. cursor foi estimada em 19,15 dias. Esta duragdo ¢ considerada
bastante curta, principalmente quando comparada a maioria dos mamiferos, que varia
entre 7 e 14 dias por ciclo, e de 30 a 75 dias no total (Franca e Russell, 1998; Leal e
Franca, 2006; Hess e Franca 2007).

I & i sGoA

Fregquéncia
relasvn (50} | 1800 |s50 | 2063 | 675 | %0 9.5 100 2113 |
[ [

| : | [ ’ i
\ Y j-l iy Y J

Pré meidtica
44,13

Mzi,(;tsica Pész‘rgii;’)tica
Figura 2. Diagrama do processo de espermatogénico de A.cursor, onde cada linha
corresponde a uma geragao de células e cada coluna corresponde a um dos 8 estadios
do CES. Espermatogonia tipo A (SG - A), espermatogdnia intermedidria (SG - I)
espermatogonias tipo-B (SG - B); espermatocitos primarios em: preleptoteno (Pl);
préleptoteno/leptoteno (PL/L); leptoteno (L), zigdteno (Z), paquiteno (PQ) e diploteno
(D); espermatocito secundario (ES); espermatides arredondadas (AR); espermatides
alongadas (AL). Em destaque esta representada a progressao celular (seta) 24h apos o
tratamento com bromodeoxiuridina. O maior avango encontrado foi de espermatocitos

primarios em preleptdteno/leptoteno no estadio II terminal.
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Figura 3. Tubulo seminifero de A. cursor no estadio II terminal do SEC
mostrando marcacdo dos espermatocitos primarios em preleptoteno/

leptoteno, apos 24h de aplica¢do do Brdu.

O menor periodo de tempo ja registrado havia sido para o roedor Cletheriomys
glareolus com 6,7 dias (Grocock e Clark, 1976), mas recentemente foram relatados
3,45 dias para morcegos Sturnira lilium (Morais et al. 2013), sendo este considerado o
menor periodo registrado em mamiferos. Em estudo realizado com A. cursor,
Cordeiro Jr. (2009) relata a duracdo do ciclo como sendo de 8,4 dias e 37,9 dias no
total, o que corresponde praticamente ao dobro dos valores aqui relatados. As
diferencas entre as metodologias utilizadas, como a utilizacdo de imunohistoquimica
em substitui¢do a timidina triciada e a classificacdo dos CES segundo o método da
morfologia tubular em substituicdo ao método acrossomico poderiam justificar
diferencas nos resultados, embora menos acentuadas. Outra justificativa seria o fato
de Cordeiro Jr. (2009) ter se baseado na observagdo da marcagdo mais avangada 20
dias apos a aplicacdo do marcador, o que de acordo com a duracdo descrita no
presente trabalho, ja seria a fase final de espermiagao.

Considerando-se que ha uma correlagdo entre tamanho corporal e investimento
energético na reproducdo (Kenagy e Trombulak, 1986), e que maior investimento
energético pode aumentar a velocidade do ciclo celular e a proliferacdo tecidual
(Schmidt-Nielsen, 1984; Calder, 1984; Peters, 1983), intervalos mais curtos para
deteccao de progressao de células marcadas no epitélio seminifero, principalmente em

espécies de menor porte, se fazem necessarios.
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A populagdo celular corrigida do estadio I do CES de A. cursor ¢ apresentada na
Tabela 2. A fase de proliferagdo da espermatogénese ¢ decisiva para a quantidade de
espermatocitos primdrios que serdo disponibilizados para a préfase meidtica. O
rendimento mitdtico das espermatogdnias ¢ varidvel entre espécies € uma grande
perda celular é observada (65-75%) (Franga e Russell, 1998). Em A.cursor 14,39
(Tabela 3) espermatocitos primarios em preleptoteno sao produzidos a partir de cada
espermatogonias do tipo-A, o que estd de acordo com o intervalo observado para a
maioria dos animais domésticos, que varia 14,6 a 24,8 células (Franca e Russell,
1998).

A profase meidtica € longa e claramente observada sendo seguida por duas divisoes
rapidas, resultando na produg@o de quatro células hapléide, as espermatides (Russell
et al. 1990). Perdas pouco significativas sdo observadas durante a profase meidtica em
mamiferos domésticos (Franga e Russell, 1998), e ¢ normalmente durante as duas
divisdes meioticas que as maiores perdas celulares ocorrem na maioria dos mamiferos

(Roosen-Runge, 1973; Franca e Russell, 1998, Franca et al, 1999).

Tabela 2. Populagdo celular corrigida por secgao transversal de tibulo, no estadio 1 do

ciclo do epitélio seminifero de A. cursor.

Animals SGA PL PQ AR S
Média + 222 * 2800 + 69.66 +  5.01+
*DP 0.35 31.96 £ 2.97  2.62 15.32 0.27
** CV (%) 15.79 9.28 9.08 21.99 5.38

SG-A (espermatogénia do tipo A); PL (espermatocito primario em preleptoteno); PQ (espermatdcito
primario em paquiteno); AR (espermatides arredondadas); CS (células de Sertoli).*DP desvio padrao

**Coeficiente de variagdo

Geralmente, em mamiferos, esta perda ¢ de cerca de 25%, ou seja, para cada
quatro espermatides arredondadas esperadas, trés devem ser formados (Franca e
Russell, 1998). Em A.cursor 2,41 espermatides sdo produzidas durante o processo
meidtico (Tabela 3), estando este valor dentro da amplitude relatada para muitos
animais domésticos e silvestres ja estudados que ¢ de 1,90 a 3,62 células (Franca e
Russell, 1998; Guido-Leite e Paula, 2003; Bittencourt et al. 2004; Barros et al. 2007,
Costa et al. 2007; Azevedo et al. 2010; Costa et al. 2010a; Costa et al. 2011).

O rendimento geral da espermatogénese, que mensura a eficiéncia deste
processo como um todo a partir da populagao de espermatides arredondadas, foi de
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31,38 espermatides arredondadas produzidas a partir de cada espermatogonia A
(Tabela 3). Esse dado esta condizente com o observado em diversos mamiferos
domésticos (26,2-74,2 - Franga e Russell, 1998) e maior que o observado em roedores
silvestres de maior porte como a paca e a capivara (19,8 e 21,12 — Carretta Jr. 2012), e
de mesmo porte como Hylaeamys megacephalus (20,12 — Melo et al. 2013). A
confiabilidade deste indice como avaliacdo da produgdo de espermatozoides se baseia
no fato de que perdas durante o processo espermiogénico sdo consideradas pequenas e
ndo significativas (Amann, 1970; Berndtson, 1977; Russell e Peterson, 1984; Johnson

et al. 2000).

Tabela 3. Rendimento intrinseco da espermatogénese de A. Cursor.

Parametros Média + DP* CV**(%)
CEME 14.39+2,84 19.11
RGE 31.3849,34 29.00
RM 2.41+0,37 15.35

CEME-= coeficiente de eficiéncia de mitoses espermatogoniais; RGE= rendimento geral da

espermatogénese; RM= rendimento meiotico.*DP=desvio padrdo **CV=coeficiente de variagdo

As interagdes entre a célula de Sertoli e as células germinativas sdo
fundamentalmente importantes para a manutencdo de uma produgdo espermatica
normal (Griswold, 1995). A célula de Sertoli executa algumas fungdes primordiais na
morfofisiologia da espermatogénese porque promove sustento fisico das células
germinativas e, por isso, o numero de células de Sertoli por testiculo ¢ um fator
determinante para a produgdo espermdtica e o tamanho dos testiculos (Franca e
Russell, 1998). A célula de Sertoli tem capacidade de suporte relativamente fixa em
cada espécie, e pelo fato de sua populagdo ndo crescer apés a puberdade e ao longo
das diferentes estadios do CES, ela funciona como uma estrutura funcional
quantitativa para avaliar o processo espermatogenético de uma determinada espécie
(Russell e Peterson, 1984; Orth et al. 1988; Franca e Russell, 1998).

Em A.cursor, cada célula de Sertoli € capa de sustentar em média 26,67 células
germinativas (Tabela 4), valor aproximado ao observado em paca e cutia (22,09 e
24,36 - Carretta Jr. 2012) e Hylaeamys megacephalus (22,44 — Melo et al. 2013).
Quanto a capacidade de suporte das células de Sertoli em relagdo as espermatides
arredondadas, observou-se que A.cursor foi capaz de manter cerca de 14 destas células
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(Tabela 4), proximo ao valor encontrado em cutia e paca (Carretta Jr. 2012). O
numero de células de Sertoli por testiculo e por grama de testiculo foi,
respectivamente de 7x10° e 48x10° (Tabela 4), sendo que este Gltimo é um dado mais
acurado para comparacdes entre espécies. Assim, esse numero em A. cursor foi maior
que em varios mamiferos cuja média ¢ de 25x10° células de Sertoli por grama de
testiculo (Franca e Russell, 1998; Costa et al. 2011), mas muito proximo ao observado
em outro roedor silvestre, o T. moojeni (50x10°— Cordeiro Jr. et al. 2010). Apesar de
se apresentar menor que os valores registrados para Hylaeamys megacephalus (95,28
— Melo et al. 2013) entende-se que valores elevados para a quantidade de células de
Sertoli podem ser uma tendéncia deste grupo.

O calculo da RET quantifica o nimero potencial de espermatozoides em
producdo no testiculo ou por grama de testiculo, a cada ciclo do epitélio seminifero de
uma determinada espécie (Amann e Lambiase, 1969; Berndtson, 1977). Em A. cursor
a RET encontrada por testiculo e por grama de testiculo foi de 102x10° ¢ 608x10°,
respectivamente (Tabela 4). Utilizando-se a RET por grama de testiculo para
comparagdes interespecificas, observou-se que os valores aqui encontrados foram
maiores que a média encontrada em ledes africanos (103,8x10° — Barros et al. 2007),
puma (268x10° — Guido-Leite ¢ Paula, 2003), ¢ na maioria dos animais domésticos
(120-260x10° - Franca e Russell, 1998), mas relativamente proxima ao valor
encontrado em cutia 674x10° (Carretta Jr. 2012).

Embora a reserva testicular por grama de testiculo seja valida em comparagdes
interespecificas, deve-se lembrar de que esta variavel ¢ relativa a duragdo de um CES,
que ¢ uma constante biologica espécie especifica (Ortavant et al. 1977, Amann e
Schanbacher, 1983). Assim, dividindo-se a reserva espermatica pela duragao do CES ¢
possivel calcular a produgdo espermatica diaria (PED). Em A. cursor a PED
encontrada foi de 24x10° células por testiculo e 142x10° células por grama de
testiculo (Tabela 4).

A PED em A. cursor, em trabalho desenvolvido por Cordeiro Jr. (2009), foi
respectivamente de 18,5x10° ¢ 65,9x10° células por testiculo e por grama de testiculo,
valores bem abaixo aos observados neste estudo. Tal resultado ja era esperado, pois a
duragdo obtida por Cordeiro Jr. (2009) foi quase o dobro do valor encontrado no
presente estudo, o que justifica a diferenca.

A PED observada em A. cursor foi maior que as 115x10° células por grama de
testiculo observadas em cutia (Carretta Jr. 2012), estando bem acima do descrito para

espécies com alta eficiéncia espermatogénica, incluindo-se ai animais domésticos
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como o suino, equino, ovino ¢ o coelho (Franga e Russell, 1998). Dentre os fatores
que contribuem para uma alta eficiéncia espermatogénica destacam-se,
principalmente, a curta duracdo da espermatogénese, os elevados indices de célula de
Sertoli e sua quantidade por testiculo e a alta densidade volumétrica de tubulos
seminiferos (Franca e Russell, 1998), sendo todos esses fatores destacados na

espermatogénese de A. cursor.

Tabela 4. Indices de células de Sertoli (ICS), nimero de células de Sertoli por
testiculo e por grama de testiculo, reserva espermatica testicular (RET) e producao

espermatica diaria (PED) de A. cursor.

Parametros Média + DP* CV**(%)
ISC/espermétide arredondada 14.05+3.84 27.38
ISC/célula germinativa 26.67+4.58 17.18
Célula de Sertoli por testiculo 7x10°+ 1x10° 2481
Célula de Sertoli por grama de testiculo 48x10°+12x10° 24,81
RET por testiculo 102x10°+30 x10° 29,99
RET por grama de testiculo 608x10°+ 68x10° 11,26
PED por testiculo 24x10°+7x10° 29,99
PED por grama de testiculo 142x10°+16 x10° 11,26

*DP=desvio padrdo **CV=coeficiente de variagao

4. Conclusoes

A espécie A. cursor pode ser classificada entre as de maior eficiéncia
espermatogénica dentre os mamiferos ja investigados. Esta eficiéncia esta
principalmente relacionada a curta duracdo do CES, que foi uma das menores ja
relatadas entre os mamiferos. O sistema de acasalamento e outras estratégias
reprodutivas também podem estar relacionados a elevada eficiéncia reprodutiva desta

espécie.
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Artigo 3

Histomorfometria dos componentes do tecido intertubular dos roedores
silvestres Akodon cursor e Oligoryzomys nigripes (RODENTIA: Cricetidae)

Resumo

A por¢do endocrina dos testiculos ¢ representada pelas células de Leydig que,
juntamente com células conjuntivas como fibroblastos e macrofagos, vasos
sanguineos e linfaticos, formam o tecido intertubular. A distribui¢do e a proporgao
destes componentes no testiculo de mamiferos variam, formando arranjos que
auxiliam na drenagem de testosterona para fora do testiculo e na manutencao do seu
nivel testicular. Em O. nigripes e A. cursor o padrio de organizacdo destes
elementos apresentou células de Leydig isoladas ou agrupadas, geralmente
associadas ao tecido conjuntivo e vasos sangiiineos, separadas dos tubulos
seminiferos por espago linfatico. O componente mais abundante no intertabulo de
O. nigripes e A. cursor foi a célula de Leydig representando, respectivamente,
65,97 e 67,15 % do intertibulo. As propor¢des de nucleo e citoplasma dessa célula
foram, respectivamente, 21,89% ¢ 78,11% em O. nigripes ¢ 21,52% e 78,48% em
A. cursor, e o volume individual dessa célula foi, respectivamente, de 804,60 e
858,7 um’. Relacionando-se o volume de uma célula com o volume total ocupado pelo
seu conjunto nos testiculos foram estimadas populagdes totais de 3x10° células em O.
nigripes e 11x10° células em A. cursor, representando respectivamente 25x10° e 38x10°
células por grama de testiculo. O indice Leydigossomatico (ILS), foi de 0,026% e

0,044% respectivamente para O. nigripes e A.cursor.

Palavras-chave: Células de Leydig, morfometria, espago intersticial.
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Paper 3

Histomorphometry of intertubular tissue components of wild rodents Akodon

cursor and Oligoryzomys nigripes (Rodentia: Cricetidae)
Abstract

The endocrine portion is represented by testicular Leydig cells, which together with
connective cells such as fibroblasts and macrophages, blood and lymph vessels,
form the intertubular tissue. The distribution and proportion of these components in
varying testicle mammals, forming arrays which assist in draining out of
testosterone in the testes and testicular maintaining its level. In O. nigripes and A.
cursor the pattern of organization of these elements presented Leydig cells isolated
or grouped generally associated with connective tissue and blood vessels, separated
from seminiferous tubules by lymphatic space. The most abundant component of
the intertubule of O. nigripes and A. cursor was Leydig cell representing
respectively 65.97 and 67.15% of intertubulo. The proportions of this cell nucleus
and cytoplasm were respectively 21.89% and 78.11% in O. nigripes and 21.52%
and 78.48% in A. cursor, and the individual volume of this cell was, respectively,
804.60 and 858.7 um’. Relating the volume of a cell with the total volume occupied
by the whole testes were estimated total population of 3x10° cells in O. nigripes
and 11x10° Cells in A. cursor, representing respectively 25x10° and 38x10° cells
per gram of testis. The index leydigosomatic (ILS) was 0.026% and 0.044%

respectively for O. nigripes and A. cursor.

Keywords: Leydig cells, morphometry, interstitial space.
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1. Introducéo

O conjunto das informagdes sobre a ecologia das espécies ¢ das comunidades
de pequenos mamiferos indica que pequenos roedores € marsupiais exercem
influéncia importante na dindmica das florestas Neotropicais e sdo bons
indicadores, tanto de altera¢des locais do habitat como alteracdes da paisagem
(Pizo, 1997; Sanchez-Cordero e Martinez-Gallardo, 1998; Vieira et al. 2003). As
espécies Oligoryzomys nigripes e Akodon cursor sdao roedores de pequeno porte,
endémicos da Mata Atlantica (Fonseca et al. 1996; Bonvicino et al, 2008). Apesar
da importancia ecoldgica dos roedores, conhecimentos basicos sobre sua biologia e
a fisiologia da reprodugdo sdo ainda muito limitados, especialmente aqueles
relacionados aos parametros reprodutivos mais elementares (Wildt, 2005).

Os testiculos dos mamiferos podem ser morfofuncionalmente divididos em
dois compartimentos principais: o tubular ou espermatogénico e o intertubular ou
androgénico. Enquanto no compartimento tubular estdo localizadas as células da
linhagem espermatogénica, no compartimento intertubular ha predominéncia, na
maioria dos mamiferos, das células de Leydig que apresentam importante fungao
androgénica (Fawcett et al. 1973; Payne et al. 1996). Além das células de Leydig, o
compartimento intertubular ¢ composto por vasos sanguineos e linfaticos e uma
populacao varidvel de células no tecido conjuntivo como fibroblastos e macrofagos.
Alguns autores descrevem grande variagdo no percentual volumétrico € no arranjo
entre os componentes do intertibulo nas diferentes espécies de mamiferos ja
estudados, e estas diferengas estdo relacionadas a quantidade e disposicao das
células de Leydig, de tecido conjuntivo e da localizagdo e distribuicdo dos vasos
linfaticos (Fawcett et al. 1973; Franga e Russell, 1998).

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

quais as células de Leydig e o tecido conjuntivo ocupam uma area muito pequena
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no compartimento intertubular, contrastando com extensos sinuséides linfaticos ou
espacos linfaticos interpostos aos tibulos seminiferos; 2) espécies que apresentam
grupos de células de Leydig espalhados em abundante tecido conjuntivo frouxo
edemaciado, o qual ¢ drenado por um vaso linfatico localizado central ou
excentricamente no espago intertubular; 3) espécies nas quais abundantes
grupamentos de células de Leydig ocupam praticamente todo o compartimento
intertubular, apresentando pouco tecido conjuntivo e vasos linfaticos.

Segundo estes autores, apesar do pouco conhecimento a respeito das
implicagdes fisiologicas desses diferentes arranjos, eles provavelmente estariam
relacionados com a habilidade dos vasos linfaticos de remover, dos testiculos,
substancias vascularmente secretadas, além de manter as concentragdes adequadas
de andrégenos no testiculo e nos vasos sanguineos. A testosterona ¢ responsavel
pela diferenciacdo dos orgdos genitais masculinos e da genitdlia externa na fase
fetal (Pelleniemi et al. 1996), pelo aparecimento de caracteres sexuais secundarios,
manuten¢do quantitativa da espermatogénese a partir da puberdade e pelo
comportamento sexual (Sharpe, 1994). Deste modo, a quantificacdo dos elementos
intersticiais, principalmente das células de Leydig, permite inferir sobre a dinamica
gonadal e até mesmo sobre a libido do animal, ja que ¢ a testosterona, seu principal
produto de secrecdo, o hormodnio responsavel por desencadear, dentre outros
fatores, o comportamento reprodutivo do animal (Payne et al. 1996; Ye et al. 2011).

O estudo da morfologia do espago intertubular pode subsidiar maiores
informagdes sobre a dindmica circulatoria dos fluidos testiculares, fundamentais
tanto para manutencdo de um nivel fisiologico de androgenos intratesticulares,
requerido para o perfeito funcionamento do processo espermatogénico, quanto para
o fornecimento de uma provisdo regular de androgenos séricos que influenciam
diretamente no comportamento reprodutivo. O presente trabalho teve como objetivo
caracterizar o compartimento intersticial dos roedores silvestres Oligoryzomys
nigripes e Akodon cursor de acordo com o arranjo de seus componentes no espago
intertubular testicular, além de quantificar os diferentes constituintes do espaco

intertubular e determinar a sua volumetria.

2. Material e Métodos

Foram utilizados 8 Oligoryzomys nigripes ¢ 8 Akodon cursor machos, adultos,

coletados em uma area de Mata Atlantica de cerca de 10 hectares (20°81°S,
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42°85°W), localizada no Municipio de Vigosa na Zona da Mata Mineira. As coletas
foram autorizadas pelo ICMBio (n° 22289-1) e foram feitas ao longo de um ano,
utilizando-se armadilhas tipo Sherman, Tomahawk e Pitfall.

Apb6s a captura, os animais foram levados ao Laboratorio de Biologia
Estrutural da Universidade Federal de Vigosa onde foram pesados, medidos e
submetidos a eutanasia por superdosagem anestésica pela associacao de cloridrato
de xilazina (150 mg/kg) e cloridrato quetamina (10mg/kg) (Virbac do Brasil, Sao
Paulo, SP, Brasil). Em seguida, os testiculos foram removidos, pesados em balanga
de precisdao e imediatamente imersos em solu¢do de Karnovsky (Karnovsky, 1965)
por um periodo de 24 horas. Posteriormente foram transferidos para alcool 70%
permanecendo até o momento do processamento. Este experimento foi certificado
pela comissdo de ética para Uso de Animais (CEUA)/ UFV (Protocolo n°
083/2012).

Para analise histoldgica em microscopia de luz, fragmentos testiculares foram
desidratados em série etandlica crescente procedendo-se a inclusdo em glicol
metacrilato (Historesin®, Leica. Leica Microsystems, Nussloch, Heidelberg,
Germany). Foram obtidas sec¢Oes semisseriadas de 3um de espessura, em
microtomo rotativo Leica RM2255 (Leica Microsystems, Nussloch, Heidelberg,
Germany), respeitando-se um intervalo de 40pum entre os cortes aproveitados. As
preparagdes foram coradas com azul de toluidina / borato de sodio 1% e as analises
morfométricas foram feitas utilizando o programa para analise de imagens ImageJ
1.43 (Rasband, 1997-2009, National Institute of Health, Bethesda, MD, USA),
aplicado em imagens capturadas em 10 e 40X, utilizando-se fotomicroscopio
Olympus BX-40 (Olympus, Tokyo, Japan).

As proporgdes volumétricas entre tibulos seminiferos e intertibulo foram
estimadas contando-se 1.000 pontos projetados sobre 10 imagens para cada animal.
O volume destes componentes foi estimado a partir do conhecimento do percentual
ocupado pelos mesmos no testiculo e do conhecimento do volume do parénquima
testicular. Foram projetados 2.000 pontos sobre o compartimento intertubular,
sendo registrados os pontos coincidentes sobre nucleo e citoplasma de células de
Leydig, vasos sanguineos, espago linfatico e tecido conjuntivo. Foram calculados
os percentuais de cada componente no intertubulo (n° de pontos contados sobre o
elemento x 100 / 2000) e nos testiculos (% intertubulo x % do elemento no

intertubulo / 100). O volume que cada elemento ocupa no parénquima testicular foi
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obtido multiplicando-se o percentual deste elemento no testiculo pelo peso liquido
testicular, dividindo-se este valor por 100.

Foi mensurado o didmetro de 30 ntcleos de células de Leydig escolhendo-se os
nucleos que apresentavam contorno circular, cromatina perinuclear e nucléolos
evidentes. Foram calculados os volumes nuclear (VN), citoplasmatico (VC) e o
volume de cada célula de Leydig por animal, sendo os valores expressos em pm’. O
volume nuclear foi obtido a partir da formula: VN = 4/3 1R*, onde R = raio nuclear.
Para célculo do volume citoplasmatico utilizou-se a formula: VC = % citoplasma x
VN / % nucleo. Finalmente o volume celular foi obtido somando-se o VN e o VC.
Para calculo do niimero total de células de Leydig (TCL) dividiu-se o volume total
dessas células por parénquima testicular (um’) pelo volume de cada célula (um?).
Para o célculo do nimero destas células por grama de testiculo dividiu-se TCL pelo
peso gonadal total. O indice Leydigossomatico (ILS) foi calculado a fim de se
quantificar o investimento em células de Leydig em relacdo a massa corporal,
utilizando-se a formula: ILS = volume total de célula de Leydig / PC x 100, onde
PC = peso corporal.

3. Resultados

Os pesos corporal e testicular, assim como os dados volumétricos dos
componentes do parénquima testicular sdo mostrados na Tabela 1.

Em O. nigripes e A. cursor o padrao do arranjo dos elementos do intertubulo
segue o tipo I descrito por Fawcett et al. (1973), onde células de Leydig isoladas ou
agrupadas e os vasos sangiiineos encontram-se separados dos tubulos seminiferos
por um espacgo linfatico bem desenvolvido (Figura 1- A e B e Figura 2- A ¢ B). O
espaco linfatico mostrou-se mais abundante em A. cursor represetando 1,4% do
parénquima testicular (Tabela 1).

Os dados referentes a volumetria e morfometria das células de Leydig, bem
como o percentual do peso corporal referente a elas, estdo apresentados na Tabela
2.

Nas espéscies estudadas, o compartimento interubular foi predominantemente
composto por células de Leydig, que apresentaram nicleo com formato usualmente
arredondado e grande, com nucléolo bem evidenciado (Figura 1- A e B e Figura 2-
A e B). Goticulas lipidicas foram mais evidentes no citoplasma das células de

Leydig e, em ambas as espécies, o tecido conjuntivo pode ser identificado
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formando uma malha frouxa entre as células de Leydig ou préximo a tinica propria
que delimita o compartimento tubular. (Figura 1- A ¢ B e Figura 2- A e B).
Adicionalmente, os vasos sanguineos puderam ser observados notando-se a
presenca de hemacias em alguns deles. Fibroblastos também foram visualizados,

bem como fibras colagenas proximas a eles.

Tabela 1. Peso corporal, testicular total e do parénquima testicular, percentuais dos
componentes do parénquima testicular e propor¢des volumétricas (PV) de células de Leydig,
vasos sanguineos, espacos linfaticos e tecido conjuntivo no intertubulo, no testiculo e seus

volumes por parénquima testicular em O. nigripes e A. cursor. Média+DP.; n=8.

Parametros O.nigripes A. cursor

Peso corporal (g) 20,74 +£ 4,03 43,86 +7,69
Peso testicular (g) 0,069 +0,019 0,162 £ 0,04
Peso do parénquima testicular (g) 0,066 £0,018 0,159 + 0,04
Propor¢ao volumétrica de tabulo (%) 93,78 £1,2 90,70 + 4,59
Proporg¢ao volumétrica de intertibulo (%) 6,22 £1,2 9,30 + 4,63
Volume intertubular testicular (ml) 0,0082+0,0015 0,0288+0,005
PV no intertabulo (%):

Célula de Leydig 65,98 2,18 67,15+ 8,99
Tecido Conjuntivo 13,22 £2,89 8,83 +1,24
Vasos Sanguineos 10,67 £ 1,19 8,82 £1,63
Vasos Linfaticos 10,13 +4,49 15,20 £ 1,20
Volume do parénquima p/ testiculo em (ml):

Célula de Leydig 0,0026+0,00008 0,0097+0,0022
Tecido Conjuntivo 0,0005+0,0002 0,0012+0,0004
Vasos Sanguineos 0,0004+0,0001 0,0012+0,0004
Vasos Linfaticos 0,0004+0,0001 0,0020+0,0005
PV no parénquima testicular (%):

Célula de Leydig 4,09+0,14 6,30 £ 1,73
Tecido Conjuntivo 0,83 £0,32 0,84 £0,31
Vasos Sanguineos 0,66 £ 0,20 0,83 +0,28
Vasos Linfaticos 0,64 +0,25 1,40 £ 0,25
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Figura 1- A e B: Compartimento intertubular de O. nigripes. A — Célula de Leydig (CL), tibulo
seminifero (TS), espago linfatico (L), tecido conjuntivo (C), * = citoplasma de células de

Leydig. B — Vaso sanguineo (S), 7 = nucleo de célula de Leydig.

Figura 2 — A e B: Compartimento intertubular de A. cursor. A — Célula de Leydig (CL), tabulo
seminifero (TS), espago linfatico (L), tecido conjuntivo (C), * = citoplasma de células de Leydig.

B — Vaso sanguineo (S),®= nucleo de cé¢lula de Leydig.
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cursor Média + DP.

Tabela 2. Morfometria das células de Leydig e indice Leydigossomatico em O. nigripes e A.

Parametros O.nigripes A. cursor
Diametro nuclear (um) 6,96 + 0,50 7,06 £ 0,60
Percentual de nucleo (%) 14,47 £ 0,80 14,50+ 1,78
Volume de nucleo (p,tm3) 176,16 £15,89 183,81 +20,98
Percentual de citoplasma (%) 51,50+ 1,86 52,66 £ 73,06
Volume de citoplasma (pum?) 628,44 £37,08 670,61 + 78,89

Volume celular individual (um?)

894,60 £37,08

854,42 + 65,36

N° célula de Leydig p/ testiculo 3x10°+ 1x10° 25x10°+ 9x10°
N° célula de Leydig p/ grama de testiculo 11x10°+1x10° 38x10°+ 3x10°
ndice Leydigossomatico (%) 0,026 +0,0008 0,044 £ 0,010

4. Discussdo

As espécies O. nigripes e A. cursor apresentaram claramente o intertibulo
dentro do padrao I da classificacdo descrita por Fawcett et al. (1973),
compartilhando com ratos, camundongos e hamster a mesma subdivisdo proposta
por Paula (1999), onde grupos de cé¢lulas de Leydig, juntamente com o0s vasos
sanguineos, encontram-se separados dos tubulos seminiferos por espagos linfaticos.
O tecido conjuntivo em ambas as espécies aqui estudadas representaram cerca de
0,80% do parénquima testicular, e esteve mais proximo ao observado em morcegos
M. molossus (0,4 %, Morais et al. 2012) do que ao encontrado em outras ordens de
mamiferos, onde a média registrada para o tecido conjuntivo varia de 3 a 7 %
(Franga e Godinho, 2003; Almeida et al. 2006; Costa et al. 2006). Uma grande
variagdo no percentual volumétrico e no arranjo entre os componentes do
intertibulo ¢ observada entre as diferentes espécies de mamiferos ja estudados.

Segundo Fawcett et al. (1973), estes diferentes arranjos podem ser definidos em trés
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diferentes padrdoes provavelmente relacionados com a habilidade dos vasos
linfaticos em promover a circulagdo dos fluidos testiculares.

De modo geral, os roedores apresentam o padrdo do tipo I descrito por
Fawcett et al. (1973), onde células de Leydig e os vasos sangiiineos encontram-se
separados dos tubulos seminiferos por um espaco linfatico bem desenvolvido. Uma
vez que uma grande variagdo no arranjo desses componentes € observada em
roedores, Paula (1999) e Paula et al. (2007) sugeriram uma subdivisdo do padrao
tipo I descrito for Fawcett et al. (1973), onde a descontinuidade do endotélio
linfatico bem como a quantidade de células de Leydig determina trés novos arranjos
dentro deste padrao. Assim, ratos, camundongos e hamster seriam classificados em
um subgrupo, cobaios e chinchilas em um segundo, e as capivaras seriam
classificadas isoladamente em um terceiro.

Como na maioria dos mamiferos, nos roedores aqui estudados, o principal
componente do compartimento intertubular ¢ a célula de Leydig, representando no
parénquima testicular em O. nigripes e A.cursor 4,09 e 6,30 %, respectivamente.
Estes percentuais sdo maiores que os apresentados em cutia e paca (2,0 e 2,64 % -
Carretta Jr, 2012), cobaio, rato e gerbil (2,82%; 2,48%; 2,63% -Romano et al.
2002), mas aproximam-se do percentual observado em camundongo, que ¢ de cerca
de 4 % do parénquima testicular (Romano et al. 2002).

A presenca de goticulas lipidicas dispersas pelo citoplasma das células de
Leydig foi observada em ambas as espécies aqui estudadas, sendo mais evidente em
A. cursor. Estes lipidios constituem fonte de precursores para a biossintese de
androgenos (Russell, 1996), ja que estas células sdo responsaveis pela fungao
endocrina testicular (Ye et al. 2011). Esta caracteristica, observada em todos os
animais destas espécies coletados ao longo do ano, indica atividade testicular
constante, sem influencia sazonal.

A partir das médias de diametro e de volume nuclear das células de Leydig,
foi possivel calcular o volume individual destas células, sendo estes de
aproximadamente 800pum® em O. nigripes e 850 um® em A. cursor. Estes valores
mostraram-se inferiores aos observado em outros roedores (2169um’ em capivaras,
1125 um’ em cutias - Carretta Jr, 2012), (1500 pm’ em camundongo, cobaio -
Russell, 1996) e ( rato - Russell & Franca, 1995), mas proximo ao valor descrito
para o roedor Trinomys moojeni que foi de 799 um® (Cordeiro Jr. et al. 2010). A
propor¢do volumétrica dos compartimentos testiculares estd diretamente

relacionada a espermatogénese e as contagens celulares. Assim como em T.
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moojeni, os roedores silvestres aqui estudados apresentam baixo percentual
volumétrico de tecido intertubular, o que justifica o baixo volume individual de
células de Leydig quando comparado a outras espécies de mamiferos investigadas.

Um grande nimero de células de Leydig por grama de testiculo ¢ esperado
em animais que apresentam baixo volume individual desta célula, o que refletiria
um aumento numérico compensatorio, para a producdo de testosterona. Porém, o
numero de células de Leydig por grama de testiculo observado em O. nigripes e em
A. cursor encontra-se dentro da amplitude descrita para a maioria dos mamiferos,
que ¢ entre 20 e 40 milhdes (Russell, 1996; Franga & Russell, 1998). A produgao
de testosterona para manuten¢ao da espermatogénese e dos niveis periféricos de
andrégenos pode estar relacionada com o tamanho do compartimento de células de
Leydig. Porém, estudos correlacionando estrutura e fungdo das células de Leydig,
em varias espécies de mamiferos, mostraram que variagdes na secrecdo de
testosterona resultam mais da capacidade individual desta célula em secretar
andrégeno (Ewing et al. 1979), o que esta altamente associada com a quantidade de
reticulo endoplasmatico liso presente na célula de Leydig (Zirkin et al. 1980).

Vale ressaltar que a grande variacdo observada quanto ao percentual de
células de Leydig no intertibulo e nos testiculos de diferentes espécies de
mamiferos, assim como quanto ao percentual do compartimento intertubular, pode
estar relacionado, dentre outros fatores, ao sistema de acasalamento apresentado
pelo animal (Kenagy e Trombulak, 1986). Neste caso, ambas as espécies aqui
estudadas tém sistema de acasalamento sugestivo de poliandrico ou promiscuo, e
nesse caso, 0 maior investimento em tubulo seminifero e na producao de gametas se
torna mais importante, ndo sendo prioritario o investimento em intertibulo como o
observado em espécies monogamicas e poliginicas.

No intuito de se avaliar a variacdo individual das células de Leydig nas
espécies estudadas, inferiu-se a massa corporal a propor¢ao volumétrica de células
de Leydig, obtendo-se o indice Leydigossomatico, que representa o percentual da
massa corporal alocada em células de Leydig. Em O. nigripes e em A. cursor, estas
células representaram , respectivamente 0,026 ¢ 0,044 % do peso corporal, que sao
valores compativeis aos observados em capivara (0,037 % Carretta Jr. 2012),
camundongo e gerbil (0,05%), rato (0,018%) e cobaio (0,011%) (Romano et al.
2002).
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5. Conclusodes

As espécies O. nigripes e A. cursor possuem arranjo intertubular dentro do
padrdo I de Fawcett, mas dentro do subgrupo de maior populagao proporcional de
células de Leydig. Embora as células de Leydig sejam o elemento mais abundante
do intertibulo, as espécies aqui estudadas apresentam menor investimento na
por¢do androgénica dos testiculos, refletindo em baixa propor¢do volumétrica deste
compartimento no parénquima testicular e baixo volume individual das células de
Leydig. Estas caracteristicas podem ser atribuidas ao comportamento reprodutivo
poliandrico ou promiscuo, sendo nestes casos requerido maior investimento em

tubulo seminifero que em intersticio.
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Conclustes Gerais

A partir do estudo do processo espermatogénico dos roedores silvestres

Oligoryzomys nigripes e Akodon cursor foi possivel observar que:

e A organizagdo geral do parénquima testicular foi semelhante ao descrito para os
demais mamiferos ndo-primatas;

e A propor¢do de massa corporal alocada em testiculos (IGS) foi semelhante ao
observado em roedores de menor porte.

e Os dados relativos a didmetro de tibulo e espessura de epitélio estiveram dentro da
amplitude descrita para a maioria dos mamiferos estudados.

e Hj elevada propor¢do volumétrica de tibulo seminifero no parénquima testicular
destas espécies, e elevado indice tubulossomatico e elevado comprimento de tiibulo
seminifero;

e Estadios que compdem o ciclo do epitélio seminifero sdo semelhantes ao descrito
para os demais mamiferos, segundo o método da morfologia tubular;

e A fase pré-meidtica foi mais curta que a pés-meidtica em ambas as espécies;

e A duragdo do CES foi de 3,9 dias em O. nigripes e 4,26 dias em A. cursor. Assim,
17,68 e 19,15 dias, respectivamente, foram necessarios para o desenvolvimento de
espermatozoides a partir de espermatogonias iniciais.

e Foram encontrados os maiores valores para a reserva espermdtica por grama de
testiculo;

e Foram observados elevado rendimento geral da espermatogénese e grande niamero de
células de Sertoli;

e A produgdo espermatica diaria por grama de testiculo foi de 148x10° células em O.
nigripes e 142x10° células em A. cursor, sendo considerada alta até mesmo para os
mamiferos com alto indice de produgao;

¢ O compartimento intertubular representou menos de 10% em ambas as espécies aqui
estudadas;

e O arranjo entre os componentes do tecido intertubular destes roedores segue o tipo 1
da classificacdo de Fawcett;

¢ O componente mais abudinate no intertubulo das duas espécies foi a célula de Leydig

representando respectivamente 65,97 e 67,15 % do intertubulo.
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O volume individual das células de Leydig em O. nigripes e A. cursor foi
respectivamente 804,60um’ e 858,7 um?, o que é considerado baixo;

A populagio total de células de Leydig nestes animais foi 3x10° células em O. nigripes e
11x10° células em A. cursor, representanto respectivamente 25x10° e 38x10° células por
grama de testiculo.

O percentual de massa corporal alocada em células de Leydig, o indice
Leydigossomatico (ILG), foi de 0,026% e 0,044%, respectivamente, para O. nigripes e
A. cursor.

As duragdes do CES estdo entre as mais curtas ja observadas entre os mamiferos.
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