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RESUMO

SIMAN, Veronica Andrade, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa, julho de 2016.
Avaliacdo morfofuncional e histomorfometria testicular do roedor silvestre
Kannabateomys amblyonyx (Wagner, 1845) (Rodentia; Echimyidae).Orientador:
Sérgio Luis Pinto da Matta.

Os roedores constituem a maior ordem de mamiferos do mundo, representando no Brasil,
36% da mastofauna. S&o animais encontrados em todos os habitat, apresentando grande
importancia na manutencéo e dinadmica das florestas que habitam. Nosso conhecimento
sobre a biologia e fisiologia da reproducdo desses mamiferos silvestres é ainda muito
limitado. A descricdo de parametros espermatogénicos é de grande importancia para a
elaboracao de politicas de conservacao que previnam a extingdo ou melhore o manejo das
mesmas. Assim, objetivou-se descrever histomorfometricamente o compartimento
tubular e intertubular dos testiculos Kiennabateomys amblyonyx, enfatizando também

a dinamica da espermatogénese. Este € o primeiro estudo que avaliou a morfometria
testicular deste representante da familia Echimyidae, sendo esta a Unica espécie
representante do género encontrada no Brasil. Foram utilizado sete animais capturados
em regibes de Mata Atlantica, na Zona da Mata, em Minas Gerais, através de esforco
ativo de captura por arma de pressdo, sendo as capturas autorizadas previamente pelo
IBAMA (Licenga 37986-2). Um dos testiculos foi incluido rotineiramente em historesina,
seccionado e corado sendo obtidas imagens em microscopia de luz para realizacdo de
analises morfométricas. O outro testiculo teve sua tunica albuginea retirada e pesada para
obtencéo do peso do parénquima testicular. O peso corporal foi de 418,43¢g, dos quais
0,41% estdo alocados em gbnada (IGS) e destes 0,38% em tubulo seminifero (ITS). Em
torno de 9% do parénquima testicular sdo ocupados por tibulo seminifero, sendo 84%
de epitélio, 2,5% de tanica propria, e 6,5% de lumen. Os tdbulos seminiferos
apresentaram diametr 214,23um, e 72,68um de altura de epitélio. Esses roedores

possuem 21,62m de tubulo seminifero por testiculo, e 12,92m por grama de testiculo.
Foram identificados 8 estadios do ciclo do epitélio seminifero, com associac¢des celulares
bem definidas, sendo o estadio I 0 mais frequente ao contrario do estadio Foram
contabilizadas, 0,47 espermatogbnias A, 11,78 espermatdcitos em preleptoteno, 3,81 em
zigoteno, e 14,31 em paquiteno, além de 32,19 espermatides arredondadas, e 6,23 células
de Sertoli. Os indices mitoticos e meidticos mostraram perdas de 60% e 43%,

respectivamente, e o rendimento geral da espermatogénese foi de 69,73 células
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germinativas. A capacidade total suporte das células de Sertoli foi de 10,03 células sendo
de 5,17 para espermatides arredondadas. O numero de célula de Sertoli, por testiculo e
por grama de testiculdpi de 44,98x10 e 53,32x16 respectivamente. A reserva
espermatica testicular foi de 274,40. O intertubulo, que constitui em torno de 7% do
parénquima, € ocupado em sua maior parte por células de Leydig, possibilitando um
indice Leydigossomético de 0,02%.intertabulo foi ocupado por 79,88% células de
Leydig, 3,28% de espaco linfatico, 6,26% de vasos sanguineos, 1,56% de macrofagos,
0,53% de mastocitos e 8,48% de tecido conjuntivo. Esses percentuais equivalem a 5,10
0,22; 0,43; 0,10; 0,005 e 0,54% do parénquima testicular, respectivamente. Existem em
média 33,46x10células de Leydig por testiculo e 40,32a0r grama de testiculo. Essas
células possuem um volume de 1.280,99um?, senda213,19um? nucleares 1.067,80um?
citoplasmatice. A organizacdo dos componentes do compartimento intertubular,

corresponde ao padréao tidb descrito por Fawcett.
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ABSTRACT

SIMAN, Veronica Andrade, M.Sc., Universidade Federal de Vicdsdy, 2016.
Histological and morphometric testicular evaluation on wild rodentKannabateomys
amblyonyx (Wagner, 1845) (Rodentia; Echimyidae)Adviser: Sérgio Luis Pinto da
Matta.

Rodents are the largest order of world's mammals, representing in Brazil, 36% of
mammalian fauna. They are found in all habitats, with great importance in the
maintenance and dynamics of the forests they inhabit. Our knowledge of the biology and
physiology of reproduction of these wild mammals is still very limited. The description

of spermatogenic parameters is of great importance for the development of conservation
policies to prevent the extinction or improve the management of the species. This study
aimed to describe histomorphometrically the tubular and intertubular compartments of
the testes of Kannabateomys amblyonyx, also emphasizing the dynamics of
spermatogenesis. This is the first study to evaluate the testicular morphometry this
representative Echimyidae family, being the only species found in Brazil. Seven animals
were caught in Atlantic Forest in the state of Minas Gerais, through active effort capture
One testis was included in historesin routinely, sectioned and stained to yield light
microscopy images to carry out morphometric analysis. The other testis had its albuginea
removed and weighed to obtain the weight of the testicular parenchyma. Body weight
was 418.43g, of which 0.41% is allocated in gonad (IGS) and 0.38% in seminiferous
tubule (ITS). Approximately 93% of testicular parenchyimaccupied by seminiferous
tubule, being 84% of epithelium, 2.5% tunica propria, and 6.5% lumen. The seminiferous
tubules have a diameter of 214u28and 72.68m of epithelium height. These rodents
have 21.62m of seminiferous tubule per testis, and 12.92m per gram of testis. Eight stages
of the epithelium seminiferous cycle were identified with well-defined cell associations,
being the most frequent stafenlike the less frequent stage IV. They were recorded,
0.47 spermatogonia A, 11.78 spermatocytes in preleptotene, 3.81 in zygotene, 14.31 in
pachytene, 32.19 round spermatids, and 6.23 Sertoli cells. The meiotic and mitotic
indexes showed losses of 60% and 43%, respectively, and the spermatogenesis yield was
69.73 cells. The total support capacity of Sertoli cells was 10.03 cells being 5.17 to round
spermatids. The number of Sertoli cell per testis and per gram of testis was 44.98x106
and 53.32x18) respectively. Testicular sperm reserve was 274.40. The intertubule, which

is around 7% of the parenchyma, is occupied mostly by Leydig cells, enabling
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Leydigsomatic index of 0.02%. Thus, we observe in intertubule 79.88% of Leydig cells,
3.28% of lymphatic space, 6.26% of blood vessels, 1.56% of macrophages, 0.53% of mast
cells and 8.48% connective tissue. These percentages are equivalent to 5.10, 0.22, 0.43,
0.10, 0.005 and 0.54% of the testicular parenchyma, respectively. There are on average
of 33.46x16 Leydig cells per testis and 40.32%¥&kr gram of testis. These cells have a
volume 1.280.98m?3 being 213.19m3 and 1.067.8@m3 to the nucleus and cytoplasm,
respectively. The organization of the components the intertubular compartment

corresponds to type Il described by Fawcett.
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1. INTRODUCAO

A ordem Rodentia representa a maior ordem em numero de espécies, englobando
aproximadamente 40% de todos os mamiferos descritos, que estdo distribuidos em
aproximadamente 29 familias, 443 géneros e 2021 espécies (Nowak, 199% Lage
Schmidt, 2006).

Esses mamiferos apresentam grande importancia na manutencédo das florestas
neotropicais, contribuindo para recuperacdo e manutencao da diversidade genética das
populacdes (Leite et al., 1994), além de contribuirem diretamente na dindmica e na troca
de energia dos ecossistemas, atuando como predadores, presas e consumidores primarios
e também na dispersdo de sementes, 0 que contribui para a regeneracdo florestal
(Emmons, 1990; Kuhnen et &011).

Roedores sdo excelentes modelos biolégicos e cerca de 95% dos animais
destinados a pesquisas sdo ratos e camundongos, sendo muito usados em estudos
direcionados a saude humana. Eles sdo também utilizados como indicadores de alteracdes
locais do habitat como alteracdes da paisagem, devido a sua capacidade de influenciar na
dindmica das florestas (Pizo, 1997; Sanchez-Cordero e Martinez-Gallardo, 1998; Vieira
et al., 2003).

Apesar de, nos ultimos anos, ter havido incremento nas publicacfes referentes ao
processo espermatogénico em roedores, Nnosso conhecimento sobre a biologia e fisiologia
da reproducéo dos mamiferos silvestres continua ainda muito limitado. A descricdo dos
parametros reprodutivos basicos dessas espécies € muito importante para a elaboracao de
politicas de conservagao que previnam a extingdo ou melhore o manejo das mesmas, além
de possibilitar também o estudo comparativo e evolutivo de sua funcao reprodutiva
(Wildt, 2005). Além disso, muitas das novas doencas detectadas a cada ano possuem
algum roedor silvestre envolvido na sua transmisséao, exigindo que pesquisas e trabalhos
de campo com esses animais sejam realizados cada vez mais buscando um nimero sempre
crescente de investigacbes (Bonvicino et al., 2008). Apesar da ampla distribuicéo
geografica dd&. amblyonyx seus habitos especializados dificultam sua captura, tornando-
0s escassos em colecOes cientffi@rtanto, este € o primeiro trabalho que avaliou a
espermatogénese #@nnabateomys amblyonyx, sendo esta a segunda espécie dentro da

familia a ser estudada no Brasil.

2. REVISAO DE LITERATURA
2.1 Ordem Rodentia



No Brasil, os roedores representam 36% de toda mastofauna, distribuidos em
aproximadamente 71 géneros e 235 espécies (Bonvicino et al., 2008), das quais pelo
menos 79 sdo encontradas na Mata Atlantica (Fonseca et al., 1996), sendo esta a maior
ordem dentro da classe Mammalia.

Foram encontrados registros fosseis de roedores representantes da subordem
miomorfa, na América do Norte, com aproximadamente 25 milhfes de anos, e da
subordem histricomorfa, na América do Sul, com cerca de 35 milhdes de anos (Sigrist,
2012). O grande sucesso evolutivo dos representantes dessa ordem se deve ao fato de
constituirem um grupo relativamente recente de vertebrados e possuirem uma dieta
bastante variada (Stoddart, 1993).

A ordem Rodentia é conhecida por ser o grupo com maior diversidade degspéci
Apesar de alguns representantes apresentarem peso e tamanho corporal discrepante, comc
por exemploas capivaas (Hydrochoerus hydrochaeris), que pesam entre 35 e 65 kg e
com comprimento corporal entre 1,07 a 1,34 metros (Bonvicino et al., 2008), a maioria é
de médio a pequeno porte, sendo o rato pigrBaiorfys taylori) a menor espécie,
pesando em média 6 gramas e medindo 0,012 metros de comprimento (Hudson, 1965).

Todas as espécies da ordem possuem denticdo caracteristica, a maioria
apresentando 22 dentes, com um unico par de incisivos de lamina afiada e auséncia dos
caninos (Bishop, 1993). Estes caracteres possibilitam a otimizagdo do alimento
processado pelos incisivos, bem como a capacidade de roer, que € tipica do grupo (Reis
et al.,2010).

Os roedores ocupam hadidistintos e constituem um grupo contendo espécies
oportunistas, tanto pelos aspectos alimentares, quanto aos relacionados ao habitat. Esses
pequenos mamiferos sdo responsaveis pela transmissdo de mais de 60 doencas ja
descritas, tanto para seres humanos quanto para animais domésticos (Massi €}.al., 2009

No caso de mamiferos silvestres, a enorme diversidade de espécies, distribuidas nos
mais variados halat, faz com que as mesmas utilizem estratégias reprodutivas bastante
variadas (Weir e Rowlands, 1973). O sistema de acasalamento desses mamiferos varia de
acordo com a espécie, sendo muitos destes promiscuos, outros poliandricos,
monogamicos ou poliginicos. Recentes estudos genéticos confirmaram alta incidéncia de

paternidade multipla em muitas espécies promiscuas (Waterman, 2007).

2.1.1 Familia Echimyidae
A ordem Rodentia foi subdivida em 2 grandes grupos baseado no processo angular

da mandibw: o Sciurognathi, nos quais o0 processo angular dirige-se medialmente e é um
2



prolongamento da borda inferior do dentéario, e o Hystricognathi, cujo processo angular
dirige-se lateralmente e se origina na borda externa do dentério (Tulleberg, 1889). De
acordo com estudos moleculares, o ultimo grupo forma 3 divisbes monofiléticas: os
Phiomorphas, os Hystricidae e os Caviomorpha, que sdo encontrados na América do Sul
(Huchon et al., 1999). Os Caviomorpha dividem-se em quatro superfamilias: Cavioidae,
Chinchilloidae, Erethizontoidae e Octodontoidae, estando a familia Echimyidae incluida
na ultima (Huchon et al., 1999).

Os representantes da familia Echimyidae s&o conhecidos como ratos espinhosos
da América do Sul, devido a presare pdos ericads no dorso. Eles representam o
clado mais diversificado dos Caviomorphas (Patterson e Pascual, 1968) englobando
aproximadamente 23 géneros e 90 espécies viventes (Fabre et al., 2013). A taxonomia
dos equimiideos € instavel e muitas classificacdes vém sendo propostas para esta familia.
Segundo a classificacdo de Woods e Kilpatrick (2005), esses roedores estao distribuidos
em quatro subfamilias, sendo 3 viventes: Eumysopinae (ratos-de espinhos terrestres ou
semifossoriais), Echimyinae (arboricolas), Dactylomyinae (ratos-do-bangbu)
Heteropsomyinae (ratos das Antilhas, recentemente extintos).

A maioria das espécies representantes da familia estdo distribuidas ao longo de
florestas tropicais da América do Sul e Central. No Brasil sdo encasittesde areas
florestadas umidas como a Mata Atlantica e Amazénia até abertas e secas, a Caatinga e 0
Cerrado (Fabre et al.,, 2013). Possuem modos de vida diversificados, podendo ser
terrestres, semiaquaticos, arboricolas, semifoss@ieésansoria. Na Mata Atlantica
sdo encontrados cinco géneros da familiaKamnabateomys (rato-do-bambu); os
Phyllomys e Callistomys (arboricolas); ofrinomys (terrestre), e o Euryzygomatomys
(semifossorigl(Fabre et al., 2013).

2.1.2 Subfamilia Dactylomyinae

Os representantes da subfamilia possuem habitos arboricolas e sédo especializados
em viver em bambus e até mesmo se alimentar deles (Emmons, 2005; Myers, 2001). Esses
roedores possuem molares largos, prismaticos, com dobras fundas, séries molares bem
aproximadas anteriormente; processos paraoccipitais alongados acompanhando a porcéo
inferior das bulas; alongamento anormal dos dedos (dedos semelhante aos de primatas) e
pelagem macia (Moojen, 1952).

Séo identificados trés géneros dentro da subfamilia, com seus representantes
distribuidos na América do Sul.[@actylomys, representado p@actylomys boliviensis,

ocorre no extremo noroeste do Brasil e também do sudeste do Peru ao centro da Bolivia
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(Dunnum e Salazar-Bravo, 2004; Upham et al., 20D&tylomys dactylinus, com
distribuicdo em habitat florestais da Amazé6nia ocidental do Brasil, Peru, Equador,
Colémbia, Venezuela e Bolivia, chegando até o leste do rio Xingu no Brasil (Bezerra et
al., 2007; Emmons e Feer, 1997) estendendo-se ao sul, com registro de ocorréncia no
Cerrado (Bezerra et al., 2007); eDactylomys peruanus, identificado somente nas
florestas andinas do sudeste do Peru e em uma localidade no departamento de La Paz, na
Bolivia, (Bezerra et al., 2007; Salazar-Bravo et al., 2003; Uphan et al., 2013). O género
Kannabateomys, representado apenas pela espéKiannabateomys amblyonyx,
considerada endémica do bioma Mata Atlantica, esta distribuido na regido sudeste da
América do Sul (Emmons e Feer, 1997; Silva et al., 2012). O g&iallamys, sem
ocorréncia no Brasil, € representado por duas esp&ligéamys edax e Olallamys
albicauda ambos com distribuicéo restrita a regides montanhosas dos Andes do Norte da
Colémbia e Venezuela (Uphan et al., 2013). No Brasil, encontram-se espécies dos dois

primeiros géneros.

2.1.3 GéneraKannabateomys

A espécieKannabateomys amblyonyx, foi originalmente descrita por Wagner em
1845 como uma nova espécie brasileira do gébactylomys (Dactylomys amblyonyx),
sendo sua descricdo baseada apenas em caracteres morfolégicos externos e coloracdo
Jentink (1891), através de revisdo taxondmic®daetylomys typus (=dactylinus) eD.
amblyonyx, descreveu um historico do généractylomys e, com base na diferenca da
forma das pregas do esmalte da denticdo e grau de convergéncia das séries molares,
propds um novo género para receb&r. amblyonyx: o0 Kannabateomys (Jentink, 1891).

Moojen (1952), consider&annabateomys como uma forma vicariante de
Dactylomys na regido meridional do Brasil e no Paraguai. Ele observa que parametros
morfolégicas como tamanho corpo6reo, adaptacdes das maos e pés ao habito escalador e
algumas caracteristicas do cranio assemelham-se ao observaddaatytomys.
Entretanto, apesar do padrdo semelhante dos molarésareabateomys os sulcos dos
molares inferiores ndo chegam a dividi-los como @&actylomys, além do

Kannabateomys possuir menor estreitamento anterior do palato.

2.1.4 Kannabateomys amblyonyx
O Kannabateomys amblyonyx (Figura 1) um grande roedor herbivoro e arboreo,
podendo chegar a pesar até 600 gramas, apresenta comprimento da cauda maior que o dc

corpo. Sua pelagem é abundante e macia, sendo a coloracdo geral do dorso castanho
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amarelada, algumas vezes com um tom ferrugem, constituida de pelos de base
acinzentada com ponta amarelada ou ferruginea. As laterais do corpo sdo mais claras e a
superficie ventral varia de branco-amarelada a amarelo-avermelhada, sem limite definido
com o dorso. A cauda é densamente revestida de pelos finos e relativamente longos na
base, formando pincel de pelos na ponta. O terceiro e quarto digitos de todos os membros
sdo alongados com garras robustas, ndo ultrapassando a ultima falange (Bonvicino et al.,
2008).

Comumente conhecido no Brasil como rato-da-taquisado a habito
especialiado de utilizar tagqiaras, arto naivas como itroduzidas, paa alkrigo e
nidificacdo (Silva, 2005). Esta espécie apresenta alimentagdo composta principalmente
de brotos, galhos e folhas de bambu (Silva e Vieira, ;2006 et al., 2008Bonvicino
et al., 2008). Diferentela maoria dos outros roedores, sapaas do rato-de-tagra
posaiem longos deds, semellanes acs dos prinaas, com unhas headas, que

permitemafirme aderénciaacs colmos lisos do bami{@Imos et al, 1993.

Figura 1- Individuo deKannabateomys amblyonyx alimentando-se de broto de bambu (Felipe Petel

E encontrado em florestas tropicais imidas, principalmente em moitas de bambu
perto de cursos de agua. No Brasil, vive ha Mata Atlantica sendo considerada a Unica
espécie desse bioma com alimentacdo especializada em bambu (Olmos et al., 1993).
Apresenta atividade noturna e organiza-se em pequenos grupos familiares, defendendo
seu territorio através de vocalizacao (Kierulff et al., 18dllings et al., 1994; Silva,

2005; Silva e Vieira, 2006; Bonvicino et al., 2008; Silva et al., 2008).



Andlises compdamenais detectaram rpvavel relacdo @ monogama social
dentro da g¥cie. O cudado bipaental que ocorre nesta espécie pode estar relacionado
ao seu Abto arbdéreo, o que rpvavelmente aumenta o risco danmais juvens
inexperenes cairem dearvores ou serem predadguario se movem nos ramos (Silva
et al., 2008.

Em relacdo a sua conservacgdo, a esg€canblyonyx ocorre em varias areas
protegidas e ndo se encontra em risco de extincdo (Red List, 2012). Entretanto, esta
localmente ameacado no estado de Minas Gerais, pela destruicdo de seus habitat, pelo
desmatamento, queimadas e pela presenca de caes domésticos.

No Brasil, sua distribuicdo estende-se desde o estado do Espirito Santo ao Rio
Grande do Sul (Moojen, 1952) (Figura 2), sendo a densidade ecoldgica da espécie de
aproximadamente 4,28 individuos por km2 no Rio Grande do Sul (Silvia, 2005). Segundo
a IUCN (International Union for Conservation of Nature), esta espécie ocorre no sudeste
do Brasil, Paraguai e leste da provincia de Misiones, no nordeste da Argentina (Eisenber
e Redford, 1999).

Figura 2. Mapa de distribuicdo #annabateomys amblyonyx de acordo com o Guia dos Roedores
Brasil (Bonvicino et al 2008).

2.2 A morfologia testicular
2.2.1Os testiculos



Os tubulos seminiferos séo separados pelo mesénquima que da origem as células
intersticiais, de Leydig, que comecam a secretar andrégenos atestosterona e a
androstenediona, que induzem a diferenciagdo masculina dos ductos mesonéfricos e da
genitdlia externa. Além da testosterona, o testiculo fetal produz o horménio
antimulleriano (AMH), sintetizado pelas células de sustentacéo (de Sertoli) cujaduncao
suprimir o desenvolvimento dos ductos paramesonéfricos, que formam o Utero e as tubas
uterinas nas fémeas. Os tubulos seminiferos permanecem macicos até a puberdade,
quando a luz comeca a se desenvolver (Moore e Persaud, 2008).

Apo6s seu desenvolvimento o testiculo dos mamiferos passa a apresentar funcdes
enddcrina e exdcrina. A gbnada masculina geralmente esta localizada no escroto, que
apresenta um papel importante ha manutencdo dos testiculos a uma temperatura abaixo
da intra-abdominal (Junqueira e Carneiro, 2013

O testiculo é envolvido pela albuginea testicular que emite septos para o interior do
orgao, até a regido do mediastino, dividindo o testiculo em Iébulos, que podem variar de
acordo com a espécie de mamifero (Russell et al., 1990). Esses septos sdo incompletos, e
frequentemente ha intercomunicacdo entre os l6bulos. Cada l6bulo € ocupado por um a
quatro tubulos seminiferos que se alojam como neyelavolvidos por um tecido
conjuntivo frouxo rico em vasos sanguineos e linfaticos, nervos e células intersticiais
(Junqueira e Carneiro, 2013). Funcionalmente, o testiculo é dividido em dois
compartimentos: o tubular ou espermatogénico e o intertubular ou intersticial, que é

androgénico (Russell et al., 1990) e ambos constituem o parénquima testicular.

2.2.2 O compartimento tubular

O compartimento tubular, constituido pelos tubulos seminiferos, ocupa a maior
parte do testiculo dos mamiferos, variando de 60 a 90 % do parénquima testicular (Franca
e Russell, 1998). Os tubulos estédo dispostos em alcas e suas extrendidadetraias
com os tubulos retos que conectam os tubulos seminiferos a uma rede de canais
anastomosados, a rede testiculacalizada no mediastino do testiculo. Os tubulos
seminiferos séo constituidos pela tunica propria, o epitélio seminifero e o lumen tubular
(Junqueira e Carneiro, 2013).

O epitélio seminifero € formado por duas populagdes distintas descélsla
germinativas ou espermatogénicas, que séo originarias do epiblasto e as células de Sertoli,
provenientes do epitélio celomatico (Karl e Capel, 1998). A tanica propria, que envolve

cada tubulo seminifero, € formada por uma membrana basal associada as células



peritubulares ou mioides achatadas e congajeie possuem caracteristicas de células
musculares lisas (Junqueira e Carneiro, 2013). A associacao das células mioides com a
membrana basal fornece sustentacéo estrutural para as células de Sertoli e as germinativas
do ambiente basal (Rudiset al., 1990). No lénen tubular ha espermatozoides imersos

em fluido testicular (Setchell, 1991). H& grande variacdo no numero e nas dimensdes dos
tubulos seminiferos nas diferentes espécies de mamiferos (Francale Re@8g

As células de Sertoli sdo células piramidais cuja superficie basal esta aderida a
lamina basal da tanica prépria em toda sua extensao, ao longo de todo epitélio, tendo seu
apice no lumen dos tubulos seminiferos (Junqueira e Carneiro, 2013). A unido de células
de Sertoli adjacense por juncdes de oclusao, forma a barreira testicular, dividindo
funcionalmente o epitélio seminifero em dois ambimtdasal e o adluminal (Costa et
al., 2011). No ambiente basal encontram-se as espermatogbnias e 0s espermatocitos
primarios na fase inicial da profase meiética (preleptotenos e leptétenos) e no ambiente
adluminal estdo os espermatocitos primarios a partir da fase de zigéteno, os
espermatécitos secundarios e as espermatides arredondadas e alongadas (Junqueira ¢
Carneiro, 2013). Essas junc¢des proporcionam ao ambiente adluminal uma protecao contra
a acdo do sistema imune, 0 que € necessario para que ocorra a espermatogénese, uma ve
que as células desse ambiente sdo haploides (Russell1€98l.,Russell e Griswold,

1993). Na passagem ab espermatdcitos em preleptéteno, do ambiente basal para o
adluminal, as juncfes entre células de Sertoli modificam-se de modo a permitir esse
evento, o que significa a existéncia de uma dinamica juncional que pasuékilas
germinativas progredirem para a luz do tibulo sem o rompimento das barreiras (Lui et
al., 2001). Devido a esse isolamento, as células germinativas depéasl células de
Sertoli para troca de nutrientes e metabdlitos (Junqueira e Carneiro, 2013).
Adicionalmente, as células de Sertoli ainda apresentam como funcdes em individuos
adultos, o suporte das células germinatiga®gocitose de excesso de citoplasma em
forma de corpos residuais liberados durante a espermiog@sseecdo da proteina
ligante de andrégeno (ABP), a secrec¢do de inibina e ativina, e a conversao dedeatoste
em estradiol (Junqueira e Carneiro, 2013).

Além das suas funcdescélulas de Sertoli podem ser utilizadas como ponto de
referéncia para se quantificar e avaliar funcionalmente o processo espermatogénico, pois
nos animais adultos e ao longo dos diferentes estadios do ciclo do epitélio seminifero,
estas células apresentam populacdo estavel (Russelll®98\. Franca e Russell, 1998;
Johnson et al2000).



2.2.30 compartimento intertubular

O tecido intersticial do testiculo € importante para a nutricdo das células dos
tubulos seminiferos, transporte de hormonios e producédo de andrégenos (Junqueira e
Carneiro, 2013). O compartimento intertubular € constituido por vasos sanguineos e
linfaticos, nervos, fibras e células do tecido conjuntivo como macréfagos e fibroblastos,
além de células de Leydig, que é geralmente o tipo celular mais frequente nesse
compartimento (Paula et &007). Os capilares sanguineos do testiculo séo parcialmente
fenestrados (Ergtn et al., 1996). As células de Leydig realizam a producao de androégenos
sintetizados a partir de uma molécula base, o colesterol, responsaveis pela manifestacéo
e manutencdo dos caracteres sexuais secundarios e pela manutencéo da espermatogénes
em animais sexualmente maduros (Bardin, 1996).

De acordo com Fawcett et al. (1973), existem trés padrdes de organizacdo dos
componentes intertubulares. No padréo | estdo as espécies com poucas células de Leydig,
escasso conjuntivo, sendo o intertibulo ocupado em sua maior parte por capilares
sinusoides e vasos linfaticos. No padrdo Il, as células se organizam em grupos, com
abundante conjuntivo e um vaso linfatico central. Finalmerwtgadrao Ill, os varios
agupamentos de Leydig ocupam a maior parte do intertibulo, com pouco tecido
conjuntivo e vasos linfaticos.

A variacdo na habilidade que diferentes mamiferos possuem em relacao a secrecao
de testosterona se deve a capacidade individual que as células de Leydig possuem em
secretar o hormdnio e ndo aos diferentes volumes que estas ocupam no testiculo (Ewing
et al.,1979). Esta producdo individual esta diretamente relacionada com a quantidade de
reticulo endoplasmaético liso presente nas células de Leydig (Zirkin, 1980), uma vez que
esta € a organela mais abundante nessas ¢glatsiindo varios sitios de ligacao para
as enzimas necessarias na conversao esteroidogénica (Costa, 2001). A quantidade de
células de Leydig por animal depende de fatores c@mguantidade do horménio
luteinizante (LH) disponivel e do nimero de receptores de LH por célgimntidade
de testosterona que a célula é capaz de secretar, a velocidade com que o horménio deixa
os testiculos via vasos linfaticos, vasos sanguineos e fluido seminal, o volume sanguineo

do animal e a taxa de metabolismo da testosterona (RUS$S5).

2.3 A espermatogénese
A espermatogénese € um processo fisioldgico, altamente organizado, com duragéo
de 40 a 60 dias na maioria dos mamiferos (Russell et al.,1990; Franca & R238kgI

Esse processo tem como resultado a formacdo de espermatozoides haploides apos
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divisdes e diferenciacbes de espermatogbnias diploides (Franca e Russell, 1998). O
processo espermatogénico pode ser dividido em trés fases, com caracteristicas funcionais
e morfoldgicas distintas: (1) a fase proliferativa ou espermatdgaméa qual as
espermatogbnias sofrem rapidas e sucessivas divisbes mitéticas; (2) meidtica ou
espermatocitogénica, quando o material genético passa por duas divisbes celulares
sucessivas e por recombinacdo genética durante a meiose; e (3) diferenciacdo ou
espermiogénica, na qual as espermatides haploides sofrem marcantes modificacfes,
transformando-se em espermatozoides, células muito especializadas e estruturalmente
equipadas para alcancar e fertilizar os ovocitos (Russell et al., 1990).

A organizacéo das células do epitélio seminifero em associa¢cdes bem definidas
recebem o nome de estadios e essa associa¢cdes sao essenciais para que as diferenciaco
ocormam corretamente (Leblond e Clermont, 1952). Os estadios se sucedem em
determinadas areas do epitélio e estas sucessfes, que ocorrem em uma sequéncia logice
de progresséo de desenvolvimento, renednome de ciclo do epitélio seminifero (CES)
(Ortavant et al., 1977; Russell et al., 1990). Sdo precisos em média de 4 a,5 ciclos
dependendo da espécie, para que uma célula espermatogénica saia do ambiente basal e s
diferencie em espermatozoide para ser espermiada (Leblond e Clermont, 1952; Paula,
1999.

O epitélio seminifero € composto por difeemgeracdes de células germinativas,
associado a um tipo de célula somatica, a célula de Sertoli. Situadasas@xamina
basal estdo as espermatogobnias, go inicio do amadurecimento sexual, iniciam um
processo continuo de divisdes mitéticas produzindo sucessivas geracdes celulares,
podendo permanecer indiferenciadas dividindo-se e mantendo-se como célula-tronco de
outras espermatogonias, ou diferenciar-se durante os ciclos de divisdo mitética (Junqueira
e Carneiro, 2013). Além das espermatogbnias indiferenciadas, sédo identificadas nos
tubulos seminiferos as espermatog8ndo tipo A, as intermediarias (In) e as
espermatogobnias do tifg) pertencentes a linhagem das diferenciadas e comprametid
com a espermatogénese (De Rooij, 1998).

As células diferenciadas em espermatogdnias do tipo B passam por ciclos
mitoticos originando 0s espermatocitos primarios, que sao as maiores células da linhagem
espermatogénica e que entram em meiose. Os espermatocitos primarios duplicam seu
DNA e ao final da primeira divisdo meiotica, cada célula gera 2 espermatdcitos
secundarios, diploides, com metade dos cromossomos iniciais. Estas células, que
rapidamente entram em meiose Il originado as espermatides, sdo células de pequeno

tamanho e haploides (Junqueira e Carneiro, 2013). A esperspgtideséo inicialmente
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arredondads passam por um processo denominado espermiogénese, sofrendo uma série
de mudancas morfolégicas, histoquimicas e bioquimicas, diferenciando-se em
espermétides alongadas e posteriormente resultando em espermatozoides, que sofrerdo
espermiacdo e serdo liberados no lumen do tubulo. O processo de espermiogénese
envolve a formacdo de um acrossomo, a condensacdo e o alongamento do nucleo, o
desenvolvimento de um flagelo, e a perda de grande parte do citoplasma (Junqueira e
Carneiro, 2013).

Alguns fatores sdo cruciais para que a espermatogénese ocorra de forraa corret
Hormonios, como o FSH, atuando sobre as células de SertolHe quk age sobre as
células de Leydig estimulando a producéo da testosterona, sdo essenciais para estimular
a espermatogénese. Além desses, varios outros fatores podem gerar alteragbes na
espermatogénese, como temperatura, desnutricdo, alcoolismo, radiacdes, alguns

farmacos e metais pesados (Junqueira e Carneiro, 2013).

3. OBJETIVOS
3.2 Objetivo Geral
Analisar e descrever histologica e morfometricamente o testiculo do roedor

silvestreKannabateomys amblyonyx.

3.2 Objetivos especificos

e Calcular os indices Gonadossomatico (IGSYubulossomatico (ITS),
Epitéliossomatico (IES) e Leydigossomatico (ILS);

e Determinar as proporgdo volumétrica e volume dos componentes do parénquima
testicular,

e Mensurar Diametro dos tubulos seminiferos e altura do epitélio seminifero;

e Calcular o comprimento dos tubulos seminiferos por testiculo e por grama de
testiculo;

e Caracterizar os estadios do ciclo do epitélio seminifero e suas frequéncias relativas;

e Estimar a populagéo celular do epitélio seminifero;

e Determinar o rendimento intrinseco da espermatogénese:

e Determinar as proporgdes volumétrica e volume dos componentes intertubulares;

e Calcular a relagéo nucleoplasmaties délulas de Leydig;

e Calcular o volume nuclear, citoplasmatico e das células de Leydig;

e Calcular o volume total de células de Leydig por testiculo;

e Calcular o numero de células de Leydig por testiculo e por grama de testiculo.
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CAPITULO 1

Histomorfometria dos tubulos seminiferos e dinamica da
espermatogénese do roedor silvesKannabateomys

amblyonyx (Wagner 1845) (Rodentia, Echimyidae).
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1. INTRODUCAO

A ordem Rodentia (Bowdich, 1821) representa aproximadamente 40% de todas
as espécies de mamiferos descritos. No Brasil, as 235 espécies, distribuidas em 71
géneros, correspondem a 36% da mastofauna (Oliveira e Bonvicino, 2006). Dentre as
diversas familias existentes nesta ordem estd a Echimyidae, cujos representantes sao
conhecidos como ratos espinhosos da América do Sul. No Brasil, o género
Kannabateomys, pertencente a esta familia, € composto apenas por uma espécie, 0
Kannabateomys amblyonyx, considerada endémica do bioma Mata Atlantica, com ampla
distribuicdo na regido sudeste da América do Sul (Emmons e Feer, 1997; Silva et al.,
2012). No Brasil esta presente desde o estado do Espirito Santo até o Rio Grande do Sul,
ocorrendo proximo a areas Umidas de bambuzais (Moojen, 1952). Eles podem pesar até
600 gramas, sendo essencialmente herbivoros e arbéreos (Bonvicino et al., 2008). Sao
conhecidos no Brasil como rato-da-taqudesido @0 habito especialedo de utilizar
taquaras,ano naivas como itroduzdas, para atrigo e nidificacédo (Silva, 2005).

A espermatogénese, € um processo altamente organizado e complexo, que dura
em torno de 40 a 60 dias na maioria dos mamiferos, é dividido em trés fases: proliferativa,
meiotica e de diferenciacdo (Franca e Russell, 1998; Franca et al., 1998; Franca e
Godinho, 2003). Nos tubulos seminiferos de animais sexualmente maduros, as células
espermatogénicas nao estdo arranjadas ao acaso, mas sim organizadas numa série ben
definida de associacdes celulares ou estadios. Com excecdo de algumas espécies de
primatas, o arranjo dos estadios do ciclo do epitélio seminifero (CES) é segmentar em
todos os mamiferos investigados e, usualmente, existe somente um estadio por seccao
transversal de tubulo seminifero (Leblond e Clermont, 1952; Russell é9a0). O
periodo de tempo em que um dado estadio volta a se repetir em um mesmo segmento
tubular é referido como ciclo do epitélio seminifero. Sua duragdo € uma constante
bioldgica espécie especifica e esta sob controle do gendétipo da célula germinativa (Franca
et al., 1998). O conhecimento dos estadios que compdem o CES, associados a
morfometria testicular, sdo ferramentas fundamentais no entendimento e na mensuracao
de parte do processo espermatogénico como um todo (Courot et al., 1970; Costa et al.,
2011; Melo et al., 2013

Apesar de, nos ultimos anos, ter havido incremento nas publicacdes referentes ao
processo espermatogénico, o conhecimento sobre a biologia e fisiologia da reproducao

de animais silvestres continua ainda muito limitado e necessita ser ampliado. A descricao
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desses parametros testicular € de grande importancia para a elaboracdo de politicas de
conservagao que previnam a extingdo ou melhore o manejo de espécies, ameagadas ou
ndo. Este é o primeiro trabalho que avalia o processo espermatogédarmaloateonmys
amblyonyx, Unica espécie do género existente no Brasil. Considerando-se a falta de
informacfes basicas sobre a biologia reprodutiva das espécies, este estudo tem como
objetivo analisar e descrever histomorfometricamente o compartimento tubular e a

dindmica da espermatogénese do roedor silvkstmeabateomys amblyonyx.

2. MATERIAL E METODOS
2.1. Animais

Foram utilizados sete espécimes Kannabateomys amblyonyx sexualmente
maduros, capturados em areas de Mata Atlantica, no municipio de Cataguases, Minas
Gerais (21° 20 S — 42° 45° W), através de esforgo ativo, por arma de presséo, sendo as
capturas autorizadas previamente pelo IBAMA (Licenca 37986-2).

2.2. Analises Histoldgicas
Os espécimes foram pesados e os testiculos f@aovidos, pesados, fixados

em solucdo de paraformaldeido 4%, tampao fosfato pH 7,4 0,1M por 24 ehoras
armazenados em alcool 70%s fragmentos testiculares foram desidratados em série
crescente de etanol e incluidos em glicol-metacrilato (Hist&tdséca). A albuginea de
um dos testiculos foi dissecada e pesada para o célculo do peso liquido gonadal (massa
do parénquima). Secgdes transversais semisseriadas de 3 um de espessura foram obtidas
em micrétomo rotativo, respeitandeintervalo minimo de 40 pum entre os cortes, a fim
de se evitar a analise do mesmo tubulo seminifero. As sec¢des obtidas foram coradas com
azul de toluidina/borato de sédio 1%, montadas com Entellan

As imagens foram obtidas utilizando-se fotomicroscopio Olympus AX-70
disponivel no Laboratério de Sisteméatica Molecular do Departamento de Biologia
Animal da UFV, e todas as andlises morfométricas foram feitas através do software

Image¥.
2.3. Morfometria tubular

A massa do parénquima (Mpar) foi obtida subtraindo-se do peso bruto do testiculo

(PT) o peso da albuginea (PA). Como a densidade do testiculo € em torno de 1 (Johnson
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e Neaves et al., 1981; Costa et al., 2011), o peso do testiculo foi considerado igual ao seu
volume.

As proporcgdes volumétricas entre os compartimentos tubular e intertubular foram
determinadas a partir de 5320 pontos por animal, utilizando-se um reticulo com 266
intersecdes (pontos) projetadas sobre imagens capturadas em aunméXtdRbalizou-
se a contagem em 20 campos aleatoriamente distribuidos nos diferentes cortes
histoldgicos do testiculo de cada animal. Foram respeitados 0s pontos coincidentes sobre
o tubulo seminifero, especificando-os sobre a tunica propria, epitélio seminifero, e limen,
e 0S pontos sobre o espaco intertubular.

Os volums, tubular (VT), intertubular (V1), do epitélio seminifero (VE), da tanica
(VTu) e do lumen (VLu), foram estimados a partir do conhecimento do percentual
ocupado pelos mesmos no testiculo e do conhecimento do volume liquido testicular, de
acordo com as seguintes formulas: VT (mL) = (% tubular/100) xMpar; VI (mL) = (% do
intertibulo/100) xMpar; VE (mL) = (% do epitélio/100) xMpar, VTu(mL) = ((% da
tinica/100) xMpar); VLu (mL) = (% do lamen/100) xMpar.

Baseando-se nos valores de pesos corporais (PC), testiculares (PT) e a partir do
conhecimento do volume dos tubulos seminiferos (VT), foram calculados os indices
gonadossomatico (IGS), tubulossomatico (ITS) e epiteliossomético (IES), que se referem
ao percentual de massa corporal alocados em gbnadas, tubulos seminiferos e epitélio,
respectivamente, utilizando as formulas: IGS= (PTx100) /PC; ITS= (VT/PC)x100; IES=
(VE/PC)x100.

O didmetro tubular médio por animal foi obtido por mensuracéo, aleatério, de 20
seccOes transversais de tubulos seminiferos com o contorno mais circular possivel sem
levar em consideracao o estadio do CES. Nessas mesmas seccoes, foi mensurada a alture
do epitélio seminifero, realizando-se duas medidas diametralmente opostas em cada
seccao transversal, sendo considerada como medida representativa a média das duas.

O comprimento total dos tibulos seminiferos (CTTS) nos testiculo foi estimado a
partir do conhecimento do volume ocupado pelos tubulos seminiferos no testiculo e do
didmetro tubular médio obtido para cada animal, seguindo a formula: CTTS = VT/aR?,
onde R é o raio tubular. O valor obtido, expresso em micrometros, foi convertido para
metros multiplicando-se o valor encontrado por®10x

Para permitir a comparagdo entre espécies diferentes, o valor em metros foi
dividido pelo peso gonadal, obtendo-se deste modo o comprimento dos tubulos

seminiferos por grama de testiculo (CT/g), a partir da formula: CT/g = CTTS (m) /PT(g).
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2.4 Estadios do ciclo do epitélio seminifero (CES)

Os estadios do CES foram caracterizados pelo método da Morfologia Tubular
(Berndtson, 1977). Este sistema permite a divisdo de oito estadios por ciclo em
mamiferos, baseados nas alteracdes da forma e localizacdo do nucleo das diferentes
geracdes das células germinativas e na ocorréncia de figuras de divisdo m&iotica.
frequéncia relativa dos estadios do CES foi determinada a partir da caracterizacéo e
contagem de 200 secc¢les transversais de tubulos seminiferos para cada animal,

escolhidos aleatoriamente.

2.5Contagem de células germinativas e de Sertoli

As populacdes celulares que compdem o epitélio seminifero, foram estanadas
partir das contagens de 20 sec¢des transversais de tubulos seminiferos no estadio | do ciclo
do epitélio seminifero em cada animal, quantificando-se assim as populacdes de
espermatogbnias do tipo A (A), espermatécitos primarios em preleptéteno (PL), em
zigéteno (Z) e em paquiteno (P), além de espermatides arredondas (AR) e células de
Sertoli (S). Foram obtidos o diametro médio nuclear (DM) das células germinativas e
nucleolar das células de Sertoli pela mensuracdo de 30 nucleos e nucléolos de cada tipo
celular citado, respectivamente. Em razdo da variagdo dos tamanhos celulares, todas as
contagens obtidas foram corrigidas (NC) de acordo com a espessura do corte e o diametro
nuclear para as células espermatogénicas, e nucleolar, para células Sertoli, a partir da
férmula de Abercrombie (1946) modificada por Amann (1962): NC= contagem obtida x
(espessura do corte/espessura do coi®M/2)2-(DM/4)2).

O numero total de células de Sertoli por testiculo (S/t) foi determinado a partir do
valor do comprimento de tubulos seminiferos (um), pelo nimero corrigido de nucléolos
de Sertoli (NS) por seccao transversal e pela espessura do corte (ES), através da formula
(CTTS um x NS) /ES. Para o célculo desse numero por grama de testiculo (S/gt), dividiu-
se o valor obtido pelo peso testicular.

2.6 Rendimento intrinseco da espermatogénese

A partir dos valores celulares corrigidos calculou-se o rendimento intrinseco da
espermatogénese. Assim forma determinados os seguintes coeficientes: coeficiente de
eficiéncia de mitoses espermatogoniais (PL/A), rendimento meiético (AR/P), rendimento
geral da espermatogénese (AR/SGA), a capacidade total de suporte das céarad de S
(W+PL+P+Z+AR)/S), e o indice de célula de Sertoli por esperméatide arredondad

(AR/S).
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2.7 Célculo da reserva espermatica total

Considerando-se que a perda na espermiogénese € insignificativa, determinou-se
a reserva espermaética testicular (RET) total e por grama de testiculo a partir da populacao
celular de espermatides arredondadas no estadio | do CES, baseando-se na formula: RET
= (comprimento dos tubulos seminiferos / espessura do corte) x numero corrigido de

esperméatides arredondadas por secc¢do transversal (Berndtson, 1977).

2.8 Analises Estatisticas
Os dados descritivos foram analisados utilizando a fungéo estatistica do program

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

3. RESULTADOS

Os parametros biométricos, corporal e testiculdg.danblyonyx, estao dispostos
na Takela 1. A massa corporal (MC) foi de 418,43 g e a massa testicular (MT) de ambos
os testiculos atingiu 1,72 g, resultando em um IGS de 0,41 %. A massa testicular liquida

(MPar), correspondente a massa testicular menos a massa da albuginea, foi de 1,71g.

Tabela 1: Parametros biométricos, corporal e testicular, e indice gonadossomatico (IGS)
de Kannabateomys amblyonyx.

Massa Corporal (g) 418,43 + 24,13
Massa Testicular () 1,72+£0,72
Massa da albuginea (g) 0,013 + 0,005
Massa do Parénquima (g) 1,71+£0,72
IGS (%) 0,41 +0,06

Médiatdesvio-padréo; n=7.

Os parametros volumétricos tubulares&Kdamblyonyx encontram-se na tabela 2.
O compartimento tubular corresponde a 93,57% do parénquima e, dentro deste, 84,24%
equivalem ao epitélio, 6,39% ao lumen e 2,93% a tunica propria. Dessa forma, os valores
para volume tubular (VT), epitelial (VE), de tanica propria (VP) e de lumen (VL)
equivalem, respectivamente, a 1,60; 1,44; 0,05 e 0,12 mL. Com base nesses valores foi

possivel calcular os indices tubulossomatico (0,38%) e epiteliossomatico (0,34%).

Tabela 2: Densidade volumétrica, indices e volumetria dos elementos tubulares do
testiculo deKannabateomys amblyonyx.

Tuabulo seminifero (%) 93,57 £ 0,70
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Intertubulo (%) 6,43 £ 0,70

Epitélio (%) 84,24 + 0,89
Tanica propria (%) 2,93+0,17
Lumen (%) 6,39 £ 0,61
ITS (%) 0,38 + 0,06
IES (%) 0,34 +£0,11
Volume tabulo (ml) 1,60 + 0,68
Volume epitélio (ml) 1,44+ 0,59
Volume tanica (ml) 0,05 + 0,02
Volume lumen (ml) 0,12 + 0,07

Médiatdesvio-padrao; n=7.

Na Tabela 3 estdo apresentados os dados morfométricos tubulares de
Kannabateomys amblyonyx. Os valores de diametro tubular (DT) e altura do epitélio (AE)
foram de 214,23 um e 72,68 pm, respectivamente. O comprimento tubular total foi de
43,85 m e o comprimento por grama de testiculo, que permite comparacdes entre espécies

diferentes, foi de 26,04 m.

Tabela 3: Diametro, altura e comprimentos tubulardsameabateomys amblyonyx.

Diametro Tubularm) 214,23 + 13,66
Altura de Epitélio gm) 72,68 + 7,03
Comprimento Tubular Total (m) 43,57 +15,71
Comprimento Tubular/g de Testiculo (m) 26,04 £ 3,27

Médiatdesvio-padréo; n=7.

Baseando no método da Morfologia Tubular foram identificados oito estadios no
ciclo do epitélio seminifero d€. amblyonyx. Os estadios (figuras 1 e 2) estao descritos
resumidamente a seqguir:

Estadio 1 - Paralela a tunica prépria encontrase as espermatogdnias do tipoei
dispostos entre elas encontrames ndcleos de células de Sertoli. Os espermatoécitos
primarios em preleptdteno estdo distribuidas em uma ou duas camadas, também no
ambiente basal. No ambiente adluminal estdo os espermatocitos em zigoteno e paquiteno
sendo os paquitenos as maiores células do epitélio germinativo, devido ao seu enorme
nacleo, e as espermatides arredondadas, com nucleos claros e cromatina descondensada

dispostas em varias camadas mais proximasnaenl{Figura. 1A).
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Estadio 2 - As principais caracteristicas deste estadio sdo, o inicio do processo de
remodelagcdo do nucleo e citoplasma das espermétides, a condensacao da cromatina e o
alongamento das espermatides arredondadas. Olssdarabém os germatocitosem

Zigotero e paquiteno, além das espermatogdipasA, e células de Sertoli (FigurbB).

Estadio 3- Neste momento do ciclo do epitélio seminifero, as espermatides que estavam
em processo de remodefioencontram-se completamente alongadas, formando feixes
bem definidos inseridos entre os espermatdécitos primarios em fase de paquiteno. Sao
observados também espermatdcitos primarios em zigétesperenatogonias dopo A

(Figura. 1C).

Estadio 4 - Muitas figuras de divisdo meidtica sdo encontradas nesse estadio,
representadas por placas metafasicas observadas nos espermatocitos primarios, além dos
espermatocitos primarios em dipléteAs.epaméides abngadas continuam forando

feixes e o0s espermaifos em zig&no continuam presentes rgximos as

epeamaogonias dotipo A (Figura.1D).

Figura 1: Estadios 1 a 4 do ciclo do epitélio seminifer&.damblyonyx: Espermatog6nia tipo-A (A),
Sertoli (S), espermatdcitos primarios em preleptoteno (PL), zigétenos (Zjtgpaq(P) e diplotenc
(D), espermatides arredondada®}] e alongadas (AL), figura meiética (M), e limen (L). Azul
toluidina/borato de s6dio (1%). Barra 20um.

Estadio 5- Neste estadio, alguns espermatdécitos primarios encontram-se ene fase d
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transicdo de zigéteno para paquiteno, e outros ja encos@alefinidos como
paquiteno. Sdo observadas duas geragéespermd&ides aredondadase alongadas,
estando oseiixes dis dongadas localizados nagido profinda doeptélio semnifero.
Espermatgbnias dotipo-intermediaria e B foram eowtradas na base do eptélio,
juntamente com células de Sertoli (Figura. 2A).

Estadio 6 - As epeamatides alongadas estdo localizadas um paonds proximas ao
limen tubular perdendo a caracteristica de feixes. Todos 0s espermatdécitos que estava
em transicdo sdo vistos como paquiteno. Faeamantradas também e@&rmaogbnias
intermediarias e tip@®, além das células de Sertoli (Figu2®).

Estadio 7 - Eperm&ides alongadas se enctbam muito proximos ao men tubula.
Foramercontrados gsrmatocitos | em leptotenopquitero, além de ggermatogbnias
dotipo-A e B, sendo os nucleos das ultimas, measres devido a gande quartidack de
heterocromatia nos format@arredondado ou oval. Eermaides arredodadas e células
de Sertoli ambém foran observadas (Figura. 2C).

Estadio 8 - As epemdides alongadas est@festacandcse do eptélio seninifero e
alcancando o lumen. Também &spreertes espemadcitos | em preleptétene
paquiteno, espermides arredondadaespemaogonias do tipo-A e células de Sertoli,

além da presenca de muitos corpos residuais (Figura. 2D).

Figura 2: Estadios 5 a 8 do ciclo do epitélio seminifert.camblyonyx: Espermatogbnia tipo-A (A),
intermediéria (1) e B(B), Sertoli (S), espermatocitos em, preleptoteno (Pldtelept(LP), zigdtenos
(2), paquiteno (P), e em transicdo (Z/P), espermétides arredond&jasdlongadas (AL), lamen (L
e corpos residuais (CR). Azul de toluidina/borato de sédio (1%). Barra.20um



Na figura 3 observae a frequéncia dos estadios do CESKdamblyonyx. Os
estadios 1, 2 e 3 representam o periodo pré-meiético, predominando o estadio 1, que
representou em torno de 25% do valor total do ciclo. O estadio 4, que define o periodo
meiotico, representou 5% da frequéncia, enquanto os estadios pos-meioticos (5, 6, 7 e 8)
apresentaram valores semelhantes, variando de 9 a 14%.

PRE M M POS M
J | |

30.00 \f \f \

— D (]

Lh o h

(=] o [=]

(=] (=] =
L

10.00

5.00 A

Frequéncia dos Estadios %0

0.00 -
1 2 3 4 5 6 7 8

Estadios do Ciclo do Epitélio Seminifero

Figura 3: Percentagem média de cada fase do ciclo do epitélio seminifero caractieraeaialo com
sistema de morfologia tubular, e as fases do ciclo. Pre M: fase pré- meiética; Mefasea; Pos M:
fase p6s- meidtica.

Os numeros corrigidos de células do epitélio seminifero no estadio 1 e o
rendimento geral da espermatogénesekdamblyonyx estdo dispostos na Tabela 4.
Foram contabilizadas 0,47 espermatogonias A, 11,78 espermatocitos em preleptéteno,
3,81 em zig6tenos e 14,31 em paquiteno, além de 32,19 espermatides arredondadas e 6,23
células de Sertoli. A partir dos valores de didmetros nucleares das células
espermatogénicas e nucleolares da célula de Sertoli foram determinados o coeficiente de
eficiéncia mitética equivalente a 25,06, que se refere a quantidade de espermatécitos em
preleptoteno/leptoteno que cada espermatogdnia foi capaz de produzir. O rendimento
meiotico, que representa o numero de espermatides arredondadas por espermatocitos em
paquiteno foi de 2,25. Assim, o rendimento geral da espermatogénese correspondeu a

68,49 espermétides arredondadas a partir de uma espermatogdnia do tipo A.
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Tabela 4: Numero corrigido da populacdo de células germinativas no estadio 1 do CES e
rendimento geral da espermatogéneskaimabateomys amblyonyx.

Espermatogo6nia tipé- 0,47 £ 0,08
Espermatdcitos em preleptoteno 11,78 + 1,84
Espermatdcito em zigéteno 3,81 +£5,29
Espermatocitos primario em paquiteno 14,31 + 1,63
Espermatides arredondadas 32,19 +£5,73
Células de Sertoli 6,23 £ 0,49

Coeficiente de eficiéncia de mitoses espermatogoniais 25,06 + 3,82
Rendimento meidtico 2,25+0,40

Rendimento geral da espermatogénese 68,49 + 9,36

Médiatdesvio-padréo; n=7.

Os valores relacionados aos indices das células de Sertoli e a producdo
espermatica estdo listados na tabela 5. Cada célula de Sertoli suporta em média 5,17
espermatides arredondadas e 10,03 células espermatogénicas no total. Foram
contabilizadas 44xf0élulas de Sertoli por testiculo e 53%p0dr grama de testiculo. A
reserva espermatica por testiculo e por grama de testiculo, relacionadas a eficiéncia do
processo espermatogénico ¢ amblyonyx, atingiram 235,33x10e 274,49x10

espermatides, respectivamente.

Tabela 5: indices de célula de Sertoli e reserva espermatica testicilanmahateomys
amblyonyx.
indice de célula de Sertoli (espermatides arredondadas/Sert 5,17 + 0,91

Capacidade suporte total das células de Sertoli 10,04 £ 1,44

Célula de Sertoli por grama de testiculo &10 53,32 +4,24
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Célula de Sertoli por testiculo ()0 44,98 + 1,62
Reserva espermatica por testiculo 10 235,33+ 30,51

Reserva espermatica por grama de testiculd®(x10 274,49 + 43,94

Médiatdesvio-padréo; n=7.

4. DISCUSSAO

Os indices somaticos representam a propor¢cdo de massa corporal que é alocada
em determinado compartimento e, adicionalmente, indices como o 1@8) fuvdecer
informacdes sobre a fisiologia reprodutiva e até mesmo sobre o sistema de acasalamento
de uma espécie. Amias de pequeno pa@geralmeng alocan maor proporcdo dgeso
corporal nos teticulos, em comparacdo com mais de gande pote (Kenagy e
Trombulak, 1986). Dessa forma, espécies de roedores de grande porte como a capivara
(Hydrochoerus hydrochaeris), a pacaCuniculus paca) e a cutia Dasyprocta leporina)
possem o IGS de 0,12, 0,22 e 0%3 respectivamente (Carretta-Junior, 2012), sendo
esses valores inferiores quando comparados com espécies consideradas de pequeno porte
como, por exemplo, dkodon cursor cujo IGS é de 1,07%, kddon montensis,1,1%e
Necromys lasiurus 0,80% (Cordeiro Junior, 2009). Assim, o IGS encontrado para o
Kannabateomys amblyonyx (0,41%) se justifica, uma vez que este é considerado um
roedor de grande portestendo entre as espécies que apresentam maoc@eoral ca
familia Echimyidae (Oliveira e Bonigino, 2006. A excecéo € @rinomys moojeni, cujo
indice é de 0,93% (Cordeiro et @&010), sendo maadto que o encontrado naogserie
estudo, o qe pode seexplicado em paie pdo seu menoporte.

Os tubulos semiferos ocupam usualmente mais que dois ter¢os do parénquima
testicular (Russell e Franca, 1995). Desselo, o valorencontrado de 93,57%ara K.
amblyonyx estadentro do intervalo geral stabelecidopaa mamiferos, além de se
assemelhar o valor descrito para outra espécie da mesma fanTiliamonjeni com
97,60% de tabulo seminifero (Cordeiro Junior et2810), sendo este o maior valor de
densidade volumétrica descrita até o momento para um roedor silvestre. Assim o valor
do ITS esta direamerte relaciorado ao sucesso reprodutivo das espécies (Franca e
Russell, 1998). OK. amblyonyx alocou 0,38% do seu peso corporal em tubulos
seminiferos, sendo este valor inferior ao descrito para pequenos roedores silvestres, como
0 O. nigripes (0,58%; Balarini, 2013), A. cursor (0,66%; Balarini, 2013), e ©. nasutus
(0,82%; Morais, 2014). Outros roedores de grande porte, cdn@ara; 0,24%e D.
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leporina; 0,23% (Carretta Junior, 2012) também possuem ITS inferior aos dos pequenos
roedores, com excec¢ao Hahydrochaeris, (0,06%; Carretta Junior, 2012), que apresenta

0 parénquima testicular composto apenas por 52,09% de tabulos seminiferos (Paula et.
al., 2002).

Foi vistoque anmas mono@mcosapreenam menores valore de IGS e ITS em
relacdo a egécies com compbamentos pronsiucs. A explicacdopaa isso é que
epéciesmonogamicas formam casaou haéns, onde um Unicanacho éresponsavel
pela copula, lewndo & menpnecessidad de investinento testicular. Ao contrario, nas
egecies pomisauas variosmachos tém acessoraesma féneg o que gea compeicao
por repoducdo, sendo maiaptos aqides machos con producdo egermaica mas
destacach (Kenagy e fombulak, 198%. Assim, sugere-se queko amblyonyx, seja uma
espécie monogamica. Concordante com nossos achado, sabe-seedpres da
subadem Hystrichomorgha a qd peterce a espécie em estudo, sdo tedo
monogamicos posalem expectiava de vida relativameadta em relagdo &naoria dos
roedaes e poduzem poucas imhada por ang sendo gerahente uma ou duas
(Eisenbeg, 1981; Eldy e OBrien, 1994.

Os valores do diametro tubular (DT) odvariar de acordo com o numero de
células mioides, com o tamanho da populacéo das células germinativas, das células de
Sertolie também com o tamanho do lumen. Os valem®riradospaa a maioria de
amniotassituamseentre 160 a 350m, exceo para algumsegécies e marsupiais, onde
estepadmeto pode chegard50 um (RoosenRunge, 1977 Sechdl et al., 1994). Asim,

o DT deK. amblyonyx (214,23um) situasena faixaintermediaradessaamplitude, assim
como o equimideol. moojeni, (172,Qum; Cordeiro Junior et al.2010) e alguns
cricetideos comaA. cursor, 203,83um e O. nigripes, 205,8 (Balarini, 2013)H.
megacephalus, 206,50um (Melo et al.2013) e também os grandes roedores donpaca
eD. leporina, com 202 ¢ 174um (Carretta-JUunior, 2012, respectivamente.

A mensuracdo da altura do epitélio seminifero € utilizada para avaliacdo da
producdo espermatica, uma vez que acompanha diretamente as variag6es do ciclo do
epitélio seminifero (Wing e Christensen, 1982). O epitélio seminifei dmblyonyx
(72,68um) esta dentro dos valores ja descritos para a maioria das espécies, 60 a 100um
(Franca e Russell, 1998; Hess e Franca, 2007; Caldeira et al., 2010; Costa et al., 2010;
Costa et al., 2011), assim com@d.onoojeni (67,0um; Cordeiro Junior et al., 2010).

O K. amblyonyx possui 43,57m de comprimento total de tibulos seminiferos por
testiculo. Entretanto, a quantificagdo métrica doltlbemnifero por grama de testiculo

€ 0 paamero quepermite a comparacaerire anmas de diferentes portesesio,
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portarto, mas utilizada. A maoria dos mamiferosja estudados apeserta de 10 a 20
metros de tubulosesniniferos por gama de teticuo (Amann,1970; Flancae Russé)
1998; Leal e Farga, 2008), faixa queerglobou o valor acado para a g#cie K.
amblyonyx (26,04m).

Os oito diferentes estadios do CESKdeamblyonyx, que séo representados por
variacdo nas organizacdes celulares nos epitélios germinativos, ocorreram de forma
segmentar, apresentando apenas 1 estadio por seccao transversal de tubulo seminifero,
sendo este resultado semelhante com a maioria dos mamiferos descritos (Leblond e
Clermont, 1952; Franca e Russell, 1998; Paula, 1999; Almeida et al., 2006; Guido-Leite
et al., 2006; Bittencourt et al., 2004; Vasconcelos, 2011; Carretta-Junior, 2012).

A predominancia do estadio I nos tubulos doK. amblyonyx foi semelhante ao
descrito para alguns mamiferos coforufus (Morais, 2014)D. leporina e C. paca
(Carretta-Janior, 2012) e também em outros animais silvestres, como a jaguatirica (
pardalis, Castro, 2012) e o morcegd®yrnira lilium; Morais, 2014). A menor
predominancia do estadio IV, como ocorreu erkK. amblyonyx, também foi observada em
algumas espécies, lob&hrysocyon brachyurus; Bitencourt et al 2007), rinocerontes
(Ceratotherium simum e Diceros bicornis; Portas et al.2012), ecoala Phascolarctos
cinereus; Oishi et al, 2013).

Estabelecendo-se as razdes entre as espermatogdnias A e 0s outros tipos celulares
€ possivel estimar a eficiéncia do processo espermatogénico (Jetas@V00; Franca
et al.,2005). A fim de se estabelecer quantos espermatocitos primarios em preleptoteno
cada espermatog6nia A é capaz de produzir, calcula-se o indice mitético. Esse indice é
utilizado para quantificar as perdas celulares que ocorrem na fase proliferativa éFranca
Russell, 1998). Grande parte das espécies estudadas possuem seis geracdes de
espermatogobnias, gerando cada uma 64 espermatocitos primarios (Clermont, 1972;
Franca e Russell, 1998). O coeficiente de eficiéncia de mito&e atoblyonyx foi de
25,65 células, correspondendo a 40% do total esperado e mostrando, portanto, perda de
60%. Ainda assim este namero € considerado baixo, pois valores superiores foram
observados em outros roedores de grande porte, ebrhgdrochaeris, C. paca, D.
leporina, 84,29%, 86,73%, e 87,52%, respectivamente, (Carretta-Junior, 2012), e mesmo
em peguenos animais corfib nasutus e O. rufus, 90% (Morais, 2014)Essa perda se
encontra dentro do intervalo observado para a maioria dos animais que é de 60 a 90%
(Roosen-Runge, 197Franca e Russell, 1998)

O indice meidtico médio dos animais até agora estudados esta entre 1,90 e 3,20

espermatides arredondadas originadas a partir de cada espermatocito em paquiteno
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(Franca e Russell, 1998; Guido-Leite e Paula, 2003; Bittencourt et al., 2004; Barros et al.,
2007; Costa et al., 2007; Costa et al., 2010; Costa et al., 2011), estando os vd{ores do
amblyonyx (2,25) dentro desse intervalo. Caso ndao houvesse perdas celulares, cada
paquiteno resultaria em 4 espermatides arredondadas, mas devido a ocorréncia de
apoptogs essenciais para a manutencdo da quantidade apropriada de células
espermatogénicas e eliminacdo das células defeituosas, as perdas celulares sdo sempre
esperadas (Chatuverdi e Johnson, 1993; Eaker et al., 2001). As perdas celulares nessa fase
variam de 5% a 30% (Franca e Russell, 1998), sendo os valores iaganblyonyx

(43,75%) superiores a esse intervalo, a semelhanka lijerochaeris 47%, eC. paca,

38% (Carretta-Junior, 2012).

Considerando-se que as perdas durante a espermiogénese séo insignificantes
(Russd e Peterson, 1984), o rendimento geral da espermatogénese € estabelecido pela
guantidade de espermatides arredondadas que se originam a partir de uma
espermatogbnia A. O rendimento Ko amblyonyx (68,49) esta dentro dos valores ja
descritos para a maioria dos mamiferos domésticos (26,2 a 74,2 - Franca e Russell, 1998)
sendo maior do que observado nos criceti@®ossutus/19,71 0. rufus/11,98 (Morais,

2014),0. nigripes/36,54 €A. cursor/31,38(Balarini, 2013) e em roedores de grande porte
como aC. paca/19,80, H. hydrochaeris/21,12 eD. leporina/22,68 (Carretta-Junior,
2012). O numero reduzido de espermatogdnias A encontradas nos tubukas do
amblyonyx, associado a reduzidas perdas no periodo mitético, contribuiram para elevar
os valores do rendimento espermatogénico.

As células de Sertoli sdo responsaveis por suportar e nutrir as células
germinativas, sendo essa relacdo fundamental para que a espermatogénese ocorra de
forma normal e coerente (Griswold, 1995). Essas células ndo sdo mais capazes de se
dividir em fase pdOs-pubere possuindo, portanto, capacidade suporte de um numero
definido de células germinativas, sendo essa capacidade um indicativo da eficiéncia
desascélulas (Franca e Russell, 1998). Assim, as células de Sertoli sdo utilizadas como
parametro para avaliar o processo espermatogénico especifico de cada espécie (Russell e
Peterson, 1984). A capacidade suporte de cada célula de Settoketiyonyx (10,04)
esta proximo aos valores relatados gdr&ydrochaeris/11,25 (Carretta-Janior, 2012),
Mazama gouazoubira/13,2 (Costa et al., 2011) e para o criceti@eoufus/8,21 (Morais,

2014) sendo inferior a capacidade de suporte encontrada easutus/16,42 (Morais,
2014),A. cursor/26,67 €O. nigripes/27,28 (Balarini, 2013). Ao se avaliar a eficiéncia da
célula de Sertoli em relacdo as espermatides arredondadas, observou-se que os valores dc

K. amblyonyx (5,17) foi muito inferior ao descrito paraTo moojeni (14,7 — Cordeiro
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Juanior, 2009), espécie também pertencente a familia Echimyidae. Na intencédo de
confrontar valores de componentes testiculares entre espécies diferentes, € mais
apropriado a utilizagdo desses parametros por grama de testiculo. Assim o ndmero de
célula de Sertoli por grama de testiculoklaamblyonyx (53,32x16) foi similar aoT.

moojeni (53,00x16 - Cordeiro Junior, 2009), sendo superior ao encontrado em muitos
mamiferos, que possuem em média 28xc#ulas (Franca e Russel, 1998; Costa et al.,
2011) e aos cricetide@ nigripes e A. cursor (35 x1¢ e 48 x16 — Balarini, 2013).

A partir da mensuracao da reserva espermatica total (RET) é possivel estimar o
namero potencial de espermatozoides produzidos por testiculo e por grama de testiculo
em determinada espécie a cada ciclo do epitélio seminifero (Berndtson, 1977). A RET do
K. amblyonyx por grama de testiculo (274,49%)Lfbi inferior aos valores descritos para
O. nigripes/584x1C e A. cursor/608x1E (Balarini, 2013),0. nasutus/849,64x16 e O.
rufus/962x16 (Morais, 2014), ©. leporina/674x1@ (Carretta-Junior, 2012), e superior
ao encontrado na maioria dos mamiferos domésticos (120xHM6x1C6; Franca e
Russell, 1998), no morcedd. molossus (5,66 x16; Morais et al.2013) e na capivaid.
hydrochaeris/105x1¢ (Carretta-Janior, 2012).

5. CONCLUSAO

O Kannabateomys amblyonyx apresentou baixo valor para IGS, IES e ITS e pequena
capacidade suporte de célula de Sertoli em relacdo as espermatides arredondadas,
mostrando também baixa reserva espermatica total. Assim, € possivel inferir que eles
possuem um sistema de acasalamento do tipo monogamico, uma vez que possuem menor

necessidade de investimento em producdo espermatica, ja que formam casais ou haréns.
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CAPITULO 11

Histomorfometria do compartimento intertubular do roedor
silvestre Kannabateomys amblyonyx (Wagner, 1845)
(Rodentia, Echimyidae).
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1. INTRODUCAO

Os roedores, constituem a maior ordem da classe mammalia, apresentando cerca
de 2021 espécies catalogadas no mundo (Lage e Schmidt, 2006). Eles exercem importante
influéncia na dinamica das florestas neotropicais, contribuindo diretamente para a
recuperacdo e manutencdo da diversidade genética das populacdes (Leite et al., 1994).
Em relacdo ao seu sistema de reproducdo, podem ser promiscuos, polidndricos,
monogamicos e poliginicos (Hutchins et al., 2004).

O roedor silvestr&kannabateomys amblyonyx, a Unica espécie representante do
género, possui ampla distribuicdo geogréfica, estendendo-se desde o sudeste do Brasil,
até o sudeste do Paraguai e nordeste da Argentina. Vivem em pequenos grupos familiares
e defendem seu territério através da vocalizagdo (Emmons e Feer, 1997; Silva et al., 2008;
Sarti et al., 2012).

Estudos que avaliam e descrevem 6rgdos ou células envolvidas na
espermatogénese dos mamiferos silvestres sao importantes ferrarasatedises das
condi¢cdes reprodutivas de uma dada espécie em seu habitat, uma vez que esses
parametros podem sofrer influéncias de fatores ambientais, além de contribuirem para
conservacao dos espécimes (Paula et al., 2002).

Os testiculos dos mamiferos sdo divididos morfofuncionalmente em dois
compartimentos: o tubular e o intertubular (Riisseal., 1990). A regido intertubulér
composta por células de Leydig, vasos sanguineos, espacos linfaticos, células e fibras do
tecido conjuntivo (Ruséde 1996). As células de Leydig sdo as principais produtoras de
testosterona do organismo sendo esse horménio responsavel por esamular
espermatogénese, além de promover a diferenciacao do trato genital masculino, iniciar e
manter os caracteres sexuais secundarios assim como a funcédo das glandulas acessorias
(O’Donnell et al., 2001).

Segundo Fawecett (1973), existem trés padrbes distintos, possivelmente
relacionados a habilidade dos vasos linfaticos em promover a circulagdo dos fluidos
testiculares e em manter as concentracdes de androgenos nos testiculos e vasos
sanguineos. Dentre as diferentes espécies de mamiferos observa-se grande variacdo no
percentual volumeétrico e no arranjo entre os componentes do compartimento intertubular.
No padréo | estdo as espécies com poucas células de Leydig, escasso conjuntivo, sendo o
intertibulo ocupado em sua maior parte por capilares sinusoides e vasos linfaticos. No
padrédo Il, as células se organizam em grupos, com abundante conjuntivo e um vaso
linfatico central. Finalmente, no padrao lll, os varios agrupamentos de Leydig ocupam a

maior parte do intertibulo, com pouco tecido conjuntivo e vasos linfaticos.
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A quantidade de células de Leydig por animal depende de fatores aomo,
guantidade do horménio luteinizante (LH) disponivel e do nimero de receptores de LH
por célulaaquantidade de testosterona que a célula é capaz de secretar, a velocidade com
gue o hormonio deixa os testiculos via vasos linfaticos, vasos sanguineos e fluido tubular,
o volume sanguineo do animal e a taxa de metabolismo da testosterona (Russell, 1996).

Tendo em conta a necessidade e importancia de se conhecer 0S processos
reprodutivos de roedores silvestres e, principalmente, sobre a quantificagdo dos
componentes do intersticio testicular, objetivou-se com este estudo caracterizar o
compartimento intertubular emdannabateomys amblyonix, através da avaliacdo sio

elementos deste compartimento por meio de andlises histomorfométricas.

2. MATERIAL E METODOS
2.1. Animais

Os representantes da espd&@nabateomys amblyonyx (n=7) foram capturados
em areas de Mata Atlantica, no municipio de Cataguases, Minas Gerais (21° 20° S — 42°
45> W), através de esforgo ativo de captura, por arma de pressdo, sendo as capturas

autorizadas previamente pelo IBAMA (Licenca 37986-2).

2.2.Analises Histolbgicas

Os testiculos dos animais foram retirados, pesados, e fixados em solucdo de
paraformaldeido 4%, por 24 horas e armazenados em tampao fosfato pH 7,4 0,1M. Os
fragmentos dos testiculos destinados ao estudo em microscopia de luz foram transferidos
para etanol 70% e posteriormente processados rotineiramente pela inclusdo em glicol-
metacrilato (Historesf) Leica). Seccdes transversais semisseriadas de 3 um de espessura
foram realizadas em micrétomo rotativo, utilizando-se navalhas de vidro e respeitando-
se intervalo minimo de 40 um entre os cortes, a fim de se evitar a andlise da mesma por¢ao
do testiculo. As preparacfes foram cosactam azul de toluidina/borato de sédio 1%,
montadas com Entell&re posteriormente analisadas. Todos 0s materiais e equipamento
utilizados nestes processos foram disponibilizados pelo Laboratério de Biologia
Estrutural, do Departamento de Biologia Geral, na Universidade Federal de Vigcosa, em
Vigcosa-MG, Brasil.

As imagens foram obtidas utilizando-se fotomicroscépio Olympus AX-70
disponivel no Laboratério de Sisteméatica Molecular do Departamento de Biologia
Animal da UFV, e todas as analises morfométricas das imagens foram feitas através do

software Image®
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2.3. Morfometria intertubular
2.3.1. Proporcao volumétrica (%) e volume dos componentes intertubulares
Para a obtencgéo das proporgdes volumétricas (%) dos componentes intertubulares
foram contados 1.000 pontos projetados sobre as imagens captusacegao do
intertibulo, com aumento de 400x, nos diferentes cortes histoldgicos do testiculo de cada
animal. Foram computados os pontos coincidentes sobre nucleo e citoplasma de células
de Leydig, tecido conjuntivo, macrofagos, mastocitos, vaso sanguineo e vaso linfatico.
Para se calcular o percentual de cada elemento no intertibulo, foi utdizada
férmula: n° de pontos sobre o elemento x 100/1000. Para calcular o percentual do
elemento nos testiculos, multiplicou-se o % intertibulo pelo % elemento dividindo o
resultado por 100. A volumetria intertubular do elementos por grama de testiculo
expresso em ml, foi estimado através da formula: (% elementos nos testiculos x peso do

parénquima dos testiculo) /100.

2.3.2. Morfometria das células de Leydig

Para se estimar as dimensdes volumétricas das células de Leydig foi mensurado o
diametro de trinta ndclspcom o contorno mais circular possivel, cromatina perinuclear
e nucléolo evidente. A partir desses valores, calcsdouolume nuclear (VN = 4/3 nR?,

R: raio nuclear), o volume citoplasmético (VC = % citoplasma x VN / % nucleo) e o
volume celular (VCL= VN + VC), sendo os resultados expressos em pums.

Para calculo do numero total de células de Leydig (TCL) dividiu-se o volume total
dessas células no paréngu testicular (um?) pelo volume de cada célula (um?) e para
estimativa do nimero destas células por grama de testiculo, dividiu-se o 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 nos testiculos / Peso Corporal x 100.

2.4. Anadlises estatisticas
Os dados descritivos foram analisados utilizando a fungdo estatistica do programa

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

3. RESULTADOS
Os pesos corporais e testiculares, bem como as densidades volumétricas dos

componentes no intertibulo e nos testiculos estéo dispostos na tabela 1. O compartimento
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intertubular representou 6,43% do parénquima testicular, sendo o valor do parénquima
equivalente a 1,71g.

A densidade volumétrica intertubular, ou o percentual que cada elemento
representa no espaco intersticial foi de 3,28% para o espaco linfatico, 6,26% para vasos
sanguineos, 1,56% para macrofago, 0,53% para mastocitos, 8,48% para tecido conjuntivo
e 79,88% para células de Leydig, sendo estas as maiores representantes deste
compartimento. Os percentuais desses mesmos parametros nos testiculos foram,
respectivamente, 0,22%, 0,43%, 0,10%, 0,005%, 0,54%, e 5,10%.

Tabela 1: Morfometria intertubular #&nnabateomys amblyonyx

Massa corporal (g) 418,43 + 24,13
Massa testicular média (Q) 1,72+£0,72
Percentagem intertubular (%) 6,43 £ 0,70
Massa do Parénquima (g) 1,71£0,72
Densidade volumétrica n Densidade  volumétrici
intertibulo (%) nos testiculo$%)
Espaco Linféatico 3,28 £0,62 0,22 + 0,06
Vaso sanguineo 6,26 £ 1,63 0,43 0,17
Macrofago 1,56 £ 0,20 0,10 + 0,02
Mastdcito 0,53 +£0,26 0,005 + 0,003
Célula de Leydig 79,88 + 2,76 5,10+ 0,48
Tecido Conjuntivo 8,48 £ 0,76 0,54 + 0,08

Médiatdesvio-padréo; n=7.

A volumetria dos elementos intertubulares por grama de testiculo se encontra na
tabela 2, onde pode ser observado o grande volume ocupado pelas células de Leydig nos

testiculos dé&. amblyonyx.

Tabela 2: Volumetria intertubular dos elementos por grama de testiculo (ml) de
Kannabateomys amblyonyx

Espaco Linfatico 0,002 + 0,0006
Vaso Sanguineo 0,0042 + 0,0016
Macrofago 0,001 + 0,0002
Mastdcito 0,00005 + 0,00003
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Célula de Leydig 0,050 + 0,005
Tecido Conjuntivo 0,005 + 0,0008

Médiatdesvio-padrédo; n=7.

Os dados referentes a morfometria das células de Leydig estéo dispostos na tabela
3. As células de Leydig, produtoras de testosterona, sao também as principais ocupantes
do espaco intersticial, apresentando um volume2ak®,99 um?. Deste valor, 1.067um?
sdo referentes aaitoplasma e 213,19um®> ao nucleo. Foram encontrados no
compartimento intertubular um total de 33,46kd@ células de Leydig por testiculo e
40,32x16 por grama de testiculo. A partir dos valores de massa corporal e das proporgdes
volumétricas das células de Leydig foi obtido o indice Leydigossomético (0,02%), que se
refere a massa corporal alocada em células de Leydig. O citoplasma das céluladigle Ley

nestes animais apresenta-se repleto de goticulas lipidicas (Figura 1).

10 um

Figura 1- Compartlmento intertubular d6. amblyonyx identificando seus componentéd. - Nacleo
de Leydig;* - Citoplasma de Leydig com goticulas lipidicas; M - Macréfago; VS- Vaso Sangu
VL — Vaso Linfatico eMT — Mastdcito.

Tabela 3: Morfometria das células de Leydigk@mnabateomys amblyonyx
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Diametro nuclear (um) 7,40 + 0,18

Volume nuclear (um?) 213,19 + 15,23
Volume citoplasmatico (um?) 1.067,80 £ 80,94
Volume de célula de Leydig (um?) 1.280,99 + 93,17
Numero de célula de Leydig por testiculo (%10 33,46x16 + 5,65x16
Numero de célula de Leydig por grama de testiculo®jx 40,32x16 + 5,08x16
ILS (%) 0,02 + 0,0031

Médiatdesvio-padréo; n=7.

4. DISCUSSAO

O compartimento intertubular, semelhante ao descrito para outros roedores
silvestres, € tipicamente composto por células de Leydig, vasos sanguineos, espacos
linfaticos e tecido conjuntivo podendo ser encontrados fibroblastos, macroéfagos,
mastocitose conjuntivo frouxo (Franca e Russell, 1998). Este espaco segue trés padrbes
de organizacao segundo Fawcett et al. (1NGBpadréo 1 o compartimento intertubular
€ ocupado, em sua maior parte, por espaco linfatico e vasos sanguineos, mostrando
poucas células de Leydig e tecido conjuntivo. No tipo 2 as células de Leydig estédo
espalhadas e espacadas no abundante tecido conjuntivo frouxo, com um vaso linfatico
certral ou excéntricaNo tipo 3 existem abundantes agrupamentos de células de Leydig,
ocupando grande parte do compartimento, com pouco conjuntivo e vasos. Assim, 0
Kannabateomys amblyonyx esta dentro do padrdo 3 da classificacdo de Fawcett, ao
contrario do que é reatado para outros roedores em geral que apresentam o padréo |.

O parénquima testicular d€. amblyonyx € composto por 6,43% de espaco
intertubular. Esse percentual se assemattiguns roedores da familia Cricetidae, como
o O. rufug9,1%, eO. nasutus/4,8% (Morais, 2014)0Oligoryzomys flavescens/5%
(Boiani et al. 2007),Hylaesamys megacephalus/5,54% (Melo et al., 2013Dligoryzomys
nigripes/6,22% e Akodon cursor/9,30% (Balarini, 2013), sendo maior que o Te
moojeni/2,4% (Cordeiro Junior et aR010) pertencente a mesma familia. Por outro lado,
mostrou-se muito inferior ao percentual de intertibulo descrito igaleochoerus
hydrochaeris, que possui 49,9% do seu parénquima testicular composto por intertubulo
(Carretta-Junior, 2012).

Grande parte dos mamiferos estudados possui seu espaco intersticial ocupado, na
sua maior pa€, por células de Leydig (Paula et al., 2@ Kannabateomys amblyonyx
também apresenta esta caracteristica. O percentual de células de Leydig no intertubulo
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(79,886) se assemelha ao descrito para alguns roedores cricetideos @omo
nigripes/65,98% e A. cursor/67,15% (Balarini, 2013), além de owdralasses de
mamiferos como as espécies de morc8&gwmnira lilium/83,19% (Morais,2014) e
Molossus molossus/87% (Morais,2012. Por outro lado, o percentual de células de
Leydig emK. amblyonyx foi superior a alguns roedores de grande porte, como a capivara,
a cutia, e a paca que apresentaram respectivamente34,8%, 2,0% e 2,64%-(0aice,
2012).

Ao avaliar-se a densidade volumétrica das células de Leydig no testiculo, o
percentual encontrado ekh amblyonyx foi superior aos observados em outra espécie
pertencente a mesma familia, To moojeni (0,3%; Cordeiro Junior et al2010.
Entretanto, os valores de espaco linfatico se assemelham entre as duas &spécies,
moojeni (0,4%; Cordeiro Janior et aRP10), porém d@. moojeni possui maior proporcao
de vasos sanguineos (1,5%; Cordeiro Junior e2@L0) Segundo Paula et al. (2002),
espécies com sistemas de acasalamento monogamimomédor necessidade de
investimento na producdo de andrégenos, uma vez que precisam de maiores quantidades
de testosterona para proteger seu harém, o que pode explicar a grande densidade
volumétrica das células de Leydig no testiculd&kdamblyonyx.

De forma semelhante a espécies coftkodon cursor e O. nigripes, o K.
amblyonyx apresentou goticulas lipidicas espalhadas no citoplasma das células de Leydig
Balarini (2013) associa esse fator a uma atividade testicular constante, independente de
influéncias sazonais.

O didametro nuclear das células de Leydig encontradaKamabateomys
amblyonyx foi semelhante ao observado pai& moojeni (6,7 um; Cordeiro Junior et al.,

2010), ambos pertencentes a familia Echimyidae. Também foi semelhante em relacéo ao
encontrado para alguns cricetideos, camonigripes/6,96 um e A. cursor/7,06 pm
(Balarini, 2013),0Oxymycterus rufus/6,40 um e Oxymycterus nasutus/6,87 um (Morais,

2014, etambém nos roedores de grande porte como a capd;adam; Carretta-Junior

et. al., 2012), cutia (8,44, Carretta-Jinior, 2012) e paca (7,52m, Carretta-Junior,

2012.

A partir dos valoesdo didmetro nuclear, calcula-se o volume de cada célula de
Leydig. O volume destas célulam K. amblyonyx (1.280,99 pun)®mostrou-se superior
aos valores mensurados paramoojeni (799 um?; Cordeiro Junior et al., 2010),
justificado pelo maior volume citoplasmatico e amblyonyx (1.067,80 um3). Além
disso, os valores referentes ao volume das células de Leyiguhblyonyx foram mais

relevantes comparandiscom espécies da familia cricetidae, cdbxymycterusrufus e
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Oxymycterus nasutus (352,8um?, 572 um?; Morais, 2014),0. nigripes e A. cursor (800
pum? e 850 pm?, Balarini, 2013),A. montensise N. lasiurus (807 um3e 967 um3; Cordeiro
Janior, 2009). Valores semelhasforam observados emutros roedores (2169um? em
capivaras, 1125 um® em cutias - Carretta-Janior, 201300 pm®em camundongo, cobaio
- Russell, 1996).

A maioria dos mamiferos descritos possui valores de células de Leydig por grama
de testiculo situado entre 20 e 87 milhdes (Franca e Russell, 1998; Russell, 1996). Assim,
o K. amblyonyx (40,32x16) encontra-se dentro deste intervalo, mas acima do descrito
para outros roedores silvestres commoojeni (3,8 x1®; Cordeiro Junior et al2010),

O. nigripes (11 x1@; Balarini, 2013),Dasyprocta leporina (16,2 x16; Carretta-Janiqr
2012),C. paca (35,88 x16; Carretta-Junior, 2012)A& cursor (38 x1@; Balarini, 2013).

O indice Leydigossomatico (ILS), referente a quantidade de massa corporal
alocadeem células de Leydig foi, pand. amblyonyx, superior ao de roedores coiGo
paca (0,005; Carretta-Janior, 2012) [@. leporina (0,007%; Carretta-Junior, 2012).
Entretanto, este indice encontra-se dentro da amplitude descrita para outros mamiferos
silvestres (0,02- 0,04%; Balarini, 2013; Carretta-Junior, 2012; Morais et2412;
Morais,2014; Paula et al2007).

5. CONCLUSAO

O Kannabateomys amblyonyx apresenta o espaco intersticial ocupado em sua
maior parte por células de Leydig. Desta forma essa espécie se enquadra no padrao lll da
classificacdo de Fawcett. A grande densidade volumétrica das células de Leydig no
testiculo os confirmam como animais monogamicos, uma vez que estes tem maiores

necessidades de producao de testosterona.
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CONCLUSOES GERAIS
Em relag&o ao processo espermatogénico do roedor silkestiabateomys amblyonyx

é possivel concluir que:
- Apresenta baixo indice gonadossomético em relacdo a outros roedores de menor porte;

- Possui 0 parénquima testicular com organizacdo semelhante ao descrito para outros

mamiferos ja descritos;
- Apresenta baixo percentual de massa corporal alocado em tubulos seminiferos;

-Os tubulos seminiferos representam a maior parte do parénquima testicular, e o epitélio

germinativo € o principal componente tubular;

-A altura do epitélio germinativo encontra-se dentro dos valores ja descritos para grande

parte de mamiferos;

-Apresenta 8 diferentes estadios do ciclo do epitélio seminifero, com predominio do

estadio | e pequena frequéncia do estadio 1V;

-Apresenta perda de 60% dos espermatécitos primarios em preleptéteno produzido por

espermatogobnias A, sendo essa perda considerada baixa em relacdo a outros roedores;

-Apresenta perdas celulares na fase meiotica superiores em relacdo aos roedores ja

descritos;

-Apresenta um rendimento geral da espermatogénese elevado, porém dentro do intervalo

observado em outros mamiferos;

-Possui 0 numero de células de Sertoli por grama de testiculo superior ao relatado para a

maioria dos mamiferos;

-Apresenta reserva espermatica testicular (niUmero potencial de espermatozoides

produzidos) por grama de testiculo inferior aos roedores ja descritos para outros roedores;

-Apresenta o compartimento intertubular semelhante ao descrito para outros roedores

silvestres;
-Apresenta 6,43% do parénquima testicular ocupado por intertubulo;

-Possui o espaco intersticial organizado como o padrao trés, de acordo com a classificacao

de Fawcett;
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-Possui as células de Leydig como o componente de maior porcentagem no intertbulo,

assim como a maioria dos roedores descritos;
-Apresenta grande densidade volumétrica de células de Leydig no testiculo;

-Possui goticulas lipidicas espalhadas no citoplasma das células de Leydig, associando

essa espécie com atividade testicular constante, independente de influéncias sazonais.
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