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RESUMO

MARTINS, Ana Luiza Pereira, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, maio de 2022.
Histomorfometria testicular e dinimica da espermatogénese de Oecomys bicolor (Tomes,
1860) (Rodentia: Cricetidae) e Monodelphis americana (Miiller, 1776) (Didelphimorphia:
Didelphidae). Orientador: Sérgio Luis Pinto da Matta.

As andlises histomorfométricas geram parametros espermatogénicos que podem ser usados
para compreensdo da biologia reprodutiva das espécies. Esses dados, aplicados aos
componentes testiculares, permitem a descricdo da espermatogénese das espécies e, a partir
deles, € possivel elencar informacdes precisas dos processos reprodutivos intraespecificos. O
testiculo € dividido em compartimento tubular, onde acontece a espermatog€nese, e
compartimento intertubular onde as células de Leydig produzem a testosterona. Oecomys
bicolor ¢ um roedor de pequeno porte encontrado no cerrado brasileiro e Monodelphis
americana é um marsupial, também de pequeno porte, presente na Mata Atlantica. Oecomys
bicolor tem 89,72% do parénquima testicular alocado em tibulos seminiferos e 10,28% em
compartimento intertubular, enquanto Monodelphis americana apresenta 83,16% do
parénquima testicular alocado em tdbulos seminiferos e 16,84% alocados em compartimento
intertubular. Em ambas as espécies, pela distribuicdo dos componentes testiculares, os machos
foram descritos tendo comportamento sexual promiscuo. Pela descricdo dos estddios pelo
método do desenvolvimento acrossomico foram descritos 12 estadios para Oecomys bicolor e

10 estadios para Monodelphis americana.

Palavras-chave: Espermatogénese. Biologia reprodutiva. Ttbulo seminifero. Célula de Sertoli.

Célula de Leydig.



ABSTRACT

MARTINS, Ana Luiza Pereira, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, May, 2022. Testicular
histomorphometry and spermatogenesis dynamics of Oecomys bicolor (Tomes, 1860)
(Rodentia: Cricetidae) e Monodelphis americana (Miiller, 1776) (Didelphimorphia:
Didelphidae). Adviser: Sérgio Luis Pinto da Matta.

Histomorphometric analyzes produces spermatogenic parameters that can be used to
understand the reproductive biology of the species. These data applied to testicular components
allow the description of the spermatogenesis of the species and from them it is possible to list
precise information about the intraspecific reproductive processes. The testis is divided into a
tubular compartment where spermatogenesis occurs and an intertubular compartment where
Leydig cells produce testosterone. Oecomys bicolor is a small rodent found in the Brazilian
cerrado and Monodelphis americana is a small marsupial present in the Atlantic Forest.
Oecomys bicolor has 89.72% of the testicular parenchyma allocated in the seminiferous tubules
and 10.28% 1in the intertubular compartment. Monodelphis americana presents 83.16% of the
testicular parenchyma allocated in the seminiferous tubules and 16.84% allocated in the
intertubular compartment. In both species, by the distribution of testicular components, males
were described as having promiscuous sexual behavior. By the description of the stages by the
method of acrosomal development, 12 stages were described for Oecomys bicolor and 10 stages

for Monodelphis americana.

Keywords: Spermatogenesis. Reproductive biology. Seminiferous tubule. Sertoli cell. Leydig
Cell.
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1. Revisdo de literatura

1.1.0rdem Rodentia

A ordem Rodentia é a maior dentre os mamiferos com 9 familias, 74 géneros e 234
espécies descritas e representam 33% das espécies de mamiferos seguido pela ordem
Chiroptera. Dentre as espécies descritas, 12 sdo ameacadas (MMA, 2002; PAGLIA et al.,
2012). Para determinacdo dos géneros dos roedores brasileiros sao consideradas a cor e o tipo
da pelagem, as dimensdes externas e a denti¢do, sendo que a maioria possui 22 dentes, com um
unico par de incisivos de lamina afiada e auséncia dos caninos. Apresentam baixa variacao
morfoldgica quanto ao desenho corporal, em comparagdo com as outras ordens de mamiferos
(REIS et al., 2006; BONVICINO et al., 2008).

Quanto ao hébito de vida os roedores sdo majoritariamente noturnos a fim de
escaparem de predadores terrestres e aves, estando presentes em todos os biomas terrestres e a
maioria tem habitos oportunistas. Entretanto, € dificil encontrar uma correlacdo entre um certo
tipo de estrutura social e as condicdes de habitat (GROMOYV, 2013).

A biologia social e reprodutiva dos roedores envolve padrdes complexos de encontro e
acasalamento para fémeas e machos, sendo que esses animais usam o proprio cheiro para
estabelecerem identidade e sinalizarem sua condi¢do reprodutiva. O hébito reprodutivo mais
comum entre os roedores € a promiscuidade, sendo raros os casos de monogamia. Os hébitos
reprodutivos sdo ditados pelo comportamento das fémeas que tendem a se dispersar mais que
os machos sendo que esses tendem a encontrar e a defender uma fémea para garantir um
acasalamento bem sucedido (WOLFF, 2008).

1.2 .Familia Cricetidae — Subfamilia Sigmodontinae

A familia Cricetidae € a mais diversa dos roedores brasileiros, com 117 espécies
divididas em 36 géneros, todas agrupadas na unica subfamilia neotropical, a Sigmodontinae
(REIS et al., 2006).

1.3.Género Oecomys

Oecomys é o mais diverso dos géneros pertencentes a tribo Oryzomyini, que possui 34
géneros, uma das oito tribos dento da sub familia Sigmodontinae (GOMES JUNIOR et al.,
2016). O género Oecomys tem ao todo 16 espécies sendo 12 delas encontradas no Brasil
(SUAREZ-VILLOTA et al., 2017). As espécies desse género tém porte de pequeno a médio,

sendo a cauda maior que o comprimento do corpo, possuem hdbito arboricola e frugivoro,



habitam o Cerrado, Floresta Amazonica, Mata Atlantica e formagdes florestais do Pantanal
(REIS et al., 2006).

1.4.0ecomys bicolor

A espécie Oecomys bicolor é comumente conhecida no Brasil como Rato-da-arvore
(Figura 1). Trata-se de uma espécie silvestre encontrada em florestas secas, deciduas e tropicais.
Apresentam habitos noturnos, t€ém porte pequeno com comprimento corporal de 90-150 mm.
Tem vibrissas compridas, pés largos, dedos mais longos e tamanho da cauda préximo ao
tamanho do corpo. Estas caracteristicas permitem que essa espécie tenha maior equilibrio para
explorar a mata verticalmente, apesar de virem ao solo para forrageio, sendo por isso uma
espécie semi-arboricola (PARDINAS et al., 2016; PAES, 2017).

Em relacdo a sua morfologia, a espécie apresenta dimorfismo sexual, no macho as
orelhas e as patas s3o maiores, o que deve estar associado a sinalizacdo entre os individuos e
trocas de calor. O pico da atividade reprodutiva da espécie Oecomys bicolor € observado
durante a época quente e imida. Sua ninhada € pequena quando comparada a outros animais da
mesma familia, seus ninhos sdo feitos em buracos de arvores, emaranhado de trepadeiras, copas
de palmeiras ou em ninhos de pdssaros abandonados (MALLMANN, 2007).

Sua distribuicdo geogrifica é abundante na América do Sul, sendo encontrado do
Panama a Colombia, Equador, Peru, Bolivia, Venezuela, Guianas e no Brasil (Figura 2) nos
estados do Amapd, Roraima, Amazonas, Pard, Acre, Rondonia, Mato Grosso, Mato Grosso do
Sul, Tocantins, Goids, Bahia e Distrito Federal (PARDINAS et al., 2016; BONVICINO et al.,
2008).

Quanto a sua conservagdo, Oecomys bicolor estd listada como pouco preocupante, tendo
em vista sua ampla distribui¢cdo, nem mesmo sendo constada na edi¢do de 2018 do Livro

Vermelho da Fauna Brasileira Ameacada de Extin¢ao (ICMBIO, 2018).



Figura 1. Oecomys bicolor em habitat natural.
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Figura 2. Mapa de distribui¢ao geografica de Oecomys bicolor no Brasil (PERCEQUILLO et
al., 2015).
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1.5.0rdem Didelphimorphia

A Ordem Didelphimorphia pertence a subclasse Theria dentro da infraclasse
Marsupialia. Existem trés ordens de marsupiais americanos: Didelphimorphia, Paucituberculata
e Microbiotheria (BRITO et al., 2009). Didelphimorphia € a ordem mais diversa e as espécies
sao popularmente conhecidas por cuicas e gambds. Apresenta distribuicdo desde o extremo sul
da América do Sul até o leste do Canada (REIS et al., 2006; GARDNER, 2008).

Os marsupiais sdo distinguidos dos demais mamiferos principalmente pelo seu modo

reprodutivo e pela anatomia do trato urogenital, pois os dutos urindrios passam no meio dos
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dutos genitais, enquanto nos eutérios estes passam lateralmente. Nos machos, o pénis é
bifurcado e o escroto, ao contrdrio dos eutérios, localiza-se a frente do pénis. Nas fémeas, o
trato reprodutivo consiste de duas vaginas laterais. S@o caracterizados por um curto periodo de
gestacdo intrauterina. Os filhotes nascem em um estdgio imaturo e, dependendo da espécie, sdo
mantidos do lado de fora do corpo ou no marsipio, onde os mamilos estdo implantados
(JANSEN et al., 2002).

A ordem Didelphimorphia possui 19 géneros, 97 espécies e uma tnica familia,
Didelphidae (VOSS e JANSA, 2003), dividida em duas subfamilias: Caluromyinae e
Didelphinae. A maioria das espécies ocupa ambientes de floresta, mas também ocorrem em
dreas mais abertas incluindo a Caatinga, o Cerrado, e hébitats montanhosos arbustivos
(GARDNER, 2008). Alimentam-se principalmente de pequenos vertebrados, artropodes, frutas
e néctar e a importancia relativa destes itens varia de espécie para espécie. A maior parte
apresenta hdabitos noturnos, podem ser arboricolas, terrestres, fossoriais e até mesmo
semiaqudticos (FINOTTI et al., 2018).

1.6.Familia Didelphidae

Sado animais de pequeno a médio porte, com comprimento corpdreo variando de 10 a 50cm.
Ha adaptacdes para o hébito terricola como maior massa muscular nas patas posteriores e cauda
curta, enquanto para animais de hdbito arboreo a massa muscular € maior nas patas anteriores
com cauda mais longa para facilitar o equilibrio durante a escalada (REIS et al., 2006).

1.7.Género Monodelphis

O género possui 15 espécies e todos habitam a América do sul, sendo animais de
pequeno porte (REIS et al., 2006). Nao possuem madscara facial caracteristica, a cauda € mais
curta que o comprimento da cabeca ao corpo, com escamas, pouco pilosa e ndo modificada para
preensdo. Possuem orelhas sem pelos e arredondadas (CACERES, 2012).

A espécie Monodelphis domestica teve seu genoma sequenciado e por isso, estd
passando a ser modelo para pesquisas na area biomédica nas dreas de desenvolvimento neural
e terapia oncoldgica (PAVAN et al., 2014).

1.8.Monodelphis americana

Popularmente conhecida como cuica-de-trés-listras, possui porte pequeno, entre 100 e
105mm. Essa espécie tem a pelagem dorsal marrom a acinzentada com trés listras pretas

horizontais, sendo que a do meio parte do focinho e vai até a base da cauda, enquanto as laterais
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partem dos ombros (Figura 3). E uma espécie essencialmente terrestre e mais ativa durante o
dia (REIS et al., 2006).

Sdo encontrados na Mata Atlantica e no Cerrado e, apesar de terrestres, seus ninhos
jé foram encontrados em galhos com até cinco metros do chao (Figura 4). Alimentam-se de
pequenos invertebrados, frutas e sementes. O desmatamento e a fragmentacao de habitats da

Mata Atlantica e do Cerrado s@o as principais ameagas a essa espécie (MORAES et al., 2016).

Figura 3. Espécime de Monodelphis americana da Mata do Paraiso.
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Figura 4. Distribuicdo geografica de Monodelphis americana (Moraes et al., 2016).

1.9.0s testiculos

Os testiculos sdo 6rgdos pares localizados no escroto que se comunicam com a cavidade

abdominal através do canal inguinal. S3o envoltos externamente pela tinica vaginal e
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internamente pela albuginea testicular, uma espessa cdpsula de tecido conjuntivo denso que
emite septos para o interior do parénquima até a regido do mediastino formando os 16bulos.
Cada I6bulo é composto por tibulos seminiferos e pelo espago intersticial, também denominado
de intertibulo (HEDRISH e BULLOCK, 2004).

Os testiculos sdo 6rgaos com fungdo exdcrina e enddcrina, responsaveis pela produgao
de espermatozoides e andrégenos, os quais mantém a fun¢do reprodutiva e as caracteristicas
sexuais secundarias (HERMO et al., 2010).

1.10.Tubulos seminiferos

Os tubulos seminiferos, que constituem o compartimento tubular, sdo estruturas
enoveladas em que ambas as extremidades chegam a rede testicular. Constituem a maior parte
do testiculo, ocupando cerca de 70 a 90% do parénquima testicular (RUSSELL et al., 1990;
HERMO et al., 2010) na maioria dos mamiferos.

Os tabulos seminiferos sdo delimitados pela tdnica prépria composta por células
mioides que possuem capacidade contrétil, fibras colagenas e elésticas. O epitélio seminifero é
composto por duas populacdes celulares: as células germinativas que se dividem e diferenciam
formando os espermatozoides e as células de Sertoli que sustentam o processo da
espermatogénese. Na parte central dos tibulos encontra-se o limen tubular que contém fluido
secretado pelas células de Sertoli (RUSSELL et al., 1990; HERMO et al., 2010).

A célula de Sertoli tem o formato colunar e estende-se da base do tiibulo seminifero até
o lume, envolve as células germinativas com seu citoplasma e forma jun¢des de adesdo e GAP
entre elas (FRANCA et al., 2016). As células de Sertoli formam juncdes de oclusdo com células
de Sertoli adjacentes, constituindo a barreira da célula de Sertoli que segrega as
espermatogOnias e espermatdcitos na fase de preleptéteno no ambiente basal e o restante das
células no ambiente adluminal, protegendo as células haploides do reconhecimento do sistema
imune. Suas fungdes incluem proporcionar estrutura, suporte € nutricdo para as células
germinativas, fagocitose de corpos residuais e células germinativas que morreram durante a
mitose, regulacdo da espermiogénese e producdo de proteinas, além da producdo do fluido
luminal (RUSSELL et al., 1990; JOHNSON et al., 2008; STANTON, 2016).

1.11.Espermatogénese

Espermatogénese € o processo de formagao dos espermatozoides (haploides) a partir das
espermatogonias (diploides), que dura cerca de 40 a 60 dias na maioria dos mamiferos. Envolve
divisdo mitética e meidtica e remodelagdo celular, distribuidas em trés fases: a primeira € a fase

proliferativa ou espermatogonial, na qual as espermatogdnias passam por sucessivas divisdes
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mitéticas; a segunda € a fase meidtica ou espermatocitogénica, onde o material genético é
recombinado e segregado; a terceira € a fase da espermiogénese, na qual as espermétides sofrem
modificagdes morfoldgicas resultando na formacdo dos espermatozoides (RUSSELL et al.,
1990; SHARPE et al., 1990; SHARMA, 2011)

A espermatogénese ¢ um processo altamente preciso que ocorre de forma ordenada,
sendo composta de processos ciclicos repetitivos subdivididos em estddios (LEBLOND e
CLERMONT, 1952; SHARPE et al., 1990; PHILLIPS et al., 2010). Os estddios sao
classificados por dois métodos: o da morfologia tubular, que se baseia na morfologia e a posi¢ao
das células germinativas, sendo descritos oito estddios para a maioria das espécies (ROOSEN-
RUNGE e GIESEL, 1950; ROOSEN-RUNGE, 1955; BERNDSTON, 1977); e o método do
sistema acrossomico, onde o nimero de estadios varia de acordo com a espécie (LEBLOND e
CLERMONT, 1952).

A reproducio € controlada pelos hormonios do eixo hipotalamo-hipéfise-gdnada. Nos
machos € essencial a manutencdo da producdo de testosterona e para a espermatogénese, para
a produ¢do de LH (Hormonio Luteinizante) e FSH (Hormé6nio Foliculo Estimulante). O LH
tem como alvo as células de Leydig e age estimulando a produgdo de testosterona, enquanto o
FSH estimula as células de Sertoli em sinergia com a testosterona a produzir moléculas
reguladoras e nutrientes necessarios para a espermatogénese. Desse modo, tanto o LH, por meio
da testosterona, quanto o FSH regulam a espermatogénese atuando na célula de Sertoli
(ODUWOLE et al., 2018).

1.12.Compartimento Intertubular

O tecido intersticial, intertibulo ou compartimento intertubular contém estruturas
essenciais para o funcionamento gonadal que ocupa os espagos entre os tibulos seminiferos no
parénquima testicular. Possui pequenos vasos e capilares que trazem e levam metabdlitos e
hormonios. Contém as células de Leydig que sintetizam e secretam hormonios, além de possuir
células do tecido conjuntivo como fibroblastos e macréfagos, vasos linfaticos e nervos
(HERMO et al., 2010).

Pela estimulacdo do hormonio luteinizante (LH), a testosterona € produzida pela célula
de Leydig, se difunde para dentro do tibulo seminifero e atua na espermatogénese. As células
de Leydig sdo responsdveis pela producdo de estrogenos através da P450 aromatase na fase
adulta, produzindo também a diidrotestosterona, hormdnio essencial para manutencao
funcional das glandulas sexuais acessorias e do epididimo (GOYAL et al., 1999; GE et al.,
2008)

2. Objetivos
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Objetivou-se com este estudo descrever o compartimento tubular e intertubular das

espécies Oecomys bicolor e Monodelphis americana, caracterizar as células que compdem o

epitélio seminifero e determinar os estadios do ciclo do epitélio seminifero.

2.1.0bjetivos especificos

3.

Obter valores biométricos corporais e testiculares;

Determinar a propor¢cdo volumétrica e volume dos componentes tubulares e
intertubulares;

Calcular os 1indices gonadossomdtico (IGS), parenquimossomdtico (IPS),
tubulossomético (ITS), epiteliossomatico (IES), Leydigossomdtico (ILS);

Mensurar o didmetro dos tibulos seminiferos e a altura do epitélio seminifero;
Calcular o comprimento total dos tibulos seminiferos e o comprimento total de tibulo
por grama de testiculo;

Calcular a area tubular, luminal e epitelial;

Caracterizar os estddios do epitélio seminifero;

Estimar a populacdo celular do epitélio seminiferos: contagem de células do epitélio
seminifero no estadio 1;

Calcular o rendimento intrinseco da espermatogénese;

Estimar a reserva espermética;

Mensurar o diametro, volume nuclear e niimero de células de Leydig por testiculo e por
grama de testiculo;

Descrever os estddios do ciclo seminifero pelo método morfolégico e acrossdmico.

Avaliar os espermatozoides durante o transito epididimario.
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ARTIGO 1
Padroes histomorfométricos testiculares e dinamica da espermatogénese de Oecomys
bicolor Tomes, 1860 (Rodentia:Cricetidae)

Resumo

Os testiculos dos mamiferos sdo compostos pelo compartimento tubular, onde a células de
Sertoli mantém as demais células germinativas para a producdo de espermatozoides, € pelo
compartimento intertubular onde as células de Leydig estdo presentes e secretam a testosterona,
horménio essencial a espermatogénese. Para muitas espécies ainda ndo hd interesse no
desenvolvimento de politicas de conservacao da vida silvestre e o conhecimento do processo
reprodutivo € base para sua preservacdo. A ordem Rodentia € a maior entre os mamiferos, com
9 familias, sendo a familia Cricetidae a mais diversa dos roedores brasileiros. No Brasil sdo
encontradas 12 das 16 espécies do género Oecomys. Oecomys bicolor é conhecido no Brasil
como Rato-da-arvore, sendo encontrado em florestas secas, deciduas e tropicais. Oecomys
bicolor apresentou peso corporal de 35,8g com IGS 0,53%, ITS 0,47% e IES 0,37%, sendo a
proporcao de tubulos seminiferos de 89,84%. Por apresentar essas caracteristicas entende-se
que a espécie investe muito em reproducgdo. Os indices mitdtico e meidtico foram 8,59 e 2,45
células, respectivamente, € o rendimento da espermatogénese foi de 23,83 células. O
compartimento intertubular representa 10,28% do parénquima testicular sendo 4,99% de
células de Leydig, cujo nimero por grama de testiculo é de 11,10x107 células. Pelo grande
aporte da espécie em epitélio seminifero e em intertibulo, quando comparado a outras espécies

da mesma familia, € possivel inferirmos que Oecomys bicolor é uma espécie promiscua.

Palavras chave: Espermatogénese, Sertoli, Leydig, Tubulo seminifero, Oecomys bicolor
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Introducao

Os roedores sdo membros importantes nos grupos da fauna pois sdo cosmopolitas e
nativos da maioria das comunidades terrestres (Emmons e Feer, 1997). A ampla variagdo em
sua morfologia e diversidade de seus habitats, tolerancia climdtica e fontes alimentares os
tornam os mais numerosos e evolutivamente bem-sucedidos dentre as ordens de mamiferos
(Emmons e Feer, 1997).

A ordem Rodentia é a maior entre os mamiferos com 9 familias, 74 gé€neros e 234
espécies descritas, sendo 12 destas ameacadas, e representam 33% das espécies de mamiferos,
seguida pela ordem Chiroptera (MMA, 2002; Paglia et al., 2012). A familia Cricetidae € a mais
diversa dos roedores brasileiros, com 117 espécies divididas em 36 géneros, representando 55%
das espécies de roedores sul-americanos e 22% das espécies de mamiferos neotropicais (Reis
et al., 2006). Esta familia é dividida em cinco subfamilias: Cricetinae, exclusivamente
encontrada no leste Europeu e Asia; Neotominae, Thylomyinae e Sigmodontinae, animais
neotropicais encontrados no continente americano; e Arvicolinae, animais dispersos em todo
hemisfério norte (Jansa e Weksler, 2004; Steppan et al., 2004; Stenger et al., 2018).

O género Oecomys tem ao todo 16 espécies, sendo 12 delas encontradas no Brasil
(Sudrez-Villota et al., 2017). As espécies desse género t€m porte de pequeno a médio, sendo a
cauda maior que o comprimento do corpo, possuindo hébito arboricola e frugivoro (Reis et al,
2006). A espécie Oecomys bicolor, comumente conhecida no Brasil como Rato-da-drvore, é
uma espécie silvestre encontrada em florestas secas, deciduas e tropicais. Apresenta habitos
noturnos e tem comprimento corporal de 90-150 mm (Pardifias et al., 2016). No Brasil é
encontrada nos estados do Amapd, Roraima, Amazonas, Pard, Acre, Ronddnia, Mato Grosso,
Mato Grosso do Sul, Tocantins, Goias e Distrito Federal (Bonvicino et al., 2008; Pardifias et

al., 2016).
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Infelizmente, para muitas espécies nao ha interesse e recursos para cria¢do de politicas
de conservacdo da vida silvestre a fim de ter melhores impactos sobre as populagdes (Manlik
et al., 2016). A falta de estudos reprodutivos levam os cientistas a generalizarem medidas com
base em tracos compartilhados de espécies filogeneticamente proximas (Manlik et al., 2016).

O conhecimento sobre o processo espermatogénico € importante para a criacdo de
politicas de conservacdo de qualquer espécie, e também contribui para o aumento do
conhecimento cientifico da biologia reprodutiva das espécies (Leite et al., 2006). A aplica¢do
da morfometria testicular, considerando os compartimentos tubular e intertubular, permite
avaliar a atividade das células e a relacdo com os periodos de reproducdo e padrdes de
acasalamento do animal (Morais et al., 2014). Desse modo, este estudo teve objetivo de
descrever a dinamica da espermatogé€nese assim como realizar a histomorfometria dos
compartimentos tubular e intertubular do roedor Oecomys bicolor.

2. Material e métodos

Animais

Os animais (n=6) foram capturados em édreas de Cerrado, no municipio de Jatai, Goids
(17°52' 53" S, 51°42' 52" W) utilizando-se armadilhas do tipo Shermann, sendo as capturas
realizadas em maio e junho de 2012. As coletas foram autorizadas pelo IBAMA (licenga n°
11621-1) e os procedimentos para estudos e eutandsia foram autorizados pelo Comité de Etica
da Universidade Federal de Goids — CEP/UFG (protocolo n° 233/10). Os animais foram pesados
e anestesiados utilizando-se tiopental 30mg/kg intraperitoneal.
Processamento histologico

Os testiculos destinados as andlises morfoldgicas foram removidos e fixados em solugao
de Karnovsky (Karnovsky, 1965). Apés fixacdo, fragmentos testiculares foram desidratados em
concentracoes crescentes de etanol, incluidos em 2-hidroxietil metacrilato (Historesin®, Leica),

seccionados na espessura de 3um e corados com azul de toluidina - borato de sédio 1%.
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Imagens do parénquima testicular foram obtidas em microscépio Olympus AX-70 e analisadas
utilizando-se o software de andlise de imagens ImageJ. A albuginea testicular foi retirada e
pesada e seu peso foi subtraido do peso testicular obtendo assim o peso do parénquima
testicular.
Dados biométricos

Baseado nos pesos corporal, testicular ¢ no volume dos tibulos seminiferos foram
calculados os indices gonadossomdtico (IGS) e tubulossomadtico (ITS). Considerando que o
parénquima € a parte funcional do testiculo e o epitélio germinativo € responsavel pela
espermatogénese foram calculados os indices parenquimossomatico (IPS) e epiteliossomatico
(IES). Esses indices foram obtidos a partir da seguinte equacio: Indice (%) = peso do testiculo
ou peso do parénquima ou volume de tibulo ou volume de epitélio/PC x 100, respectivamente,
onde PC= Peso corporal.
Morfometria e estereologia dos titbulos seminiferos

A propor¢do volumétrica dos componentes do parénquima testicular foi estimada a
partir da contagem de 5.320 pontos por animal, utilizando-se reticulo com 266 interseccoes
(pontos), em aumento de 200X, realizando-se a contagem de 20 campos aleatdrios por animal.
Desse modo, foram calculadas as propor¢cdes volumétricas de todos os componentes do
parénquima testicular tais como ttnica propria, epitélio seminifero, lume e intertibulo, por meio
da equacgdo: Propor¢do volumétrica (%) = (NT/NTT) x 100, onde NT= Nimero de pontos
contados sobre o componente do parénquima e NTT= Nuimero de pontos totais contados. Para
célculo dos volumes dos componentes do parénquima testicular utilizou-se a equacdo: Volume
= % do elemento x PPT / 100, onde PPT= Peso do parénquima testicular. O volume do testiculo
foi considerado igual ao peso (Johnson et al., 1981; Costa et al., 2011).

O diametro tubular médio (um) por animal foi obtido a partir da mensuragao, ao acaso,

de 20 secg¢des transversais de tibulos sem considerar o estadio do ciclo do epitélio seminifero.
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Nas mesmas seccoes foram mensuradas a altura do epitélio seminifero (um) a partir da tinica
prépria até o lume tubular, tomadas de forma diametralmente opostas.

O comprimento total dos tdbulos seminiferos (CTT) por testiculo e por grama de
testiculo, em metros, foi estimado empregando-se a seguinte equacdo: CTT= VTS / nR?, onde
VTS= Volume total de tdbulos seminiferos dos testiculos, tR?*= Area da sec¢do transversal dos
tibulos seminiferos e R= didmetro tubular. O CTT foi dividido pelo peso dos testiculos para
estimar o comprimento dos tibulos seminiferos por grama de testiculo.

Com base nas medidas do didmetro tubular foram calculadas as areas tubular (AT),
luminal (AL) e epitelial (AE), de acordo com as férmulas: AT = 7n.RT?, sendo RT =raio tubular;
AL = n.RL?, sendo RL = raio luminal; AE = AT - AL. Por serem grandezas ndo lineares, a
mensuragdo das dreas dos componentes tubulares torna a compara¢do mais confidvel. A relacao
tabulo/epitélio (RT/E) foi calculada dividindo AT / AE (Dias et al., 2019). Quanto mais
proxima de 1 for esta relagdo, mais epitélio a espécie possui.

Contagem de células do estddio 1 pelo método da Morfologia Tubular

O numero de células que constituem o epitélio seminifero no estddio 1 do ciclo do
epitélio seminifero foi obtido a partir da contagem das células germinativas e das células de
Sertoli, em 20 sec¢Oes transversais de tibulos seminiferos para cada animal. Foram
quantificadas espermatogonias do tipo A (SGA), espermatdcitos primdrios na transicdo de
preleptdteno para leptéteno (PL), espermatdceitos primérios em paquiteno (PAQ) e espermatides
arredondadas (EAR), além dos nucléolos de células de Sertoli (SER). Foram medidos os
diametros nucleares de cada célula germinativa e nucleolares das células de Sertoli, sendo 30
medidas para cada tipo celular. As contagens obtidas foram corrigidas para o didmetro
nuclear/nucleolar médio de 30 células e espessura do corte histologico segundo Amann (1961).
As seguintes razdes foram utilizadas: indice mitético (PL:SGA); indice meiético (EAR:PAQ)

e rendimento geral da espermatogénese (EAR:SGA).
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Estddios do ciclo seminifero (CES)

Os estddios do CES foram caracterizados pelo método da Morfologia Tubular
(Berndston, 1977). Baseado nas alteracdes da forma e localizacdo do nucleo das diferentes
geracdes das células germinativas e na ocorréncia de figuras de divisdo meidtica foram
caracterizados 8 estadios. A frequéncia relativa dos estadios do CES foi determinada a partir da
caracterizacdo e contagem de 200 secc¢des transversais de tibulos seminiferos para cada animal,
escolhidos aleatoriamente (Siman et al., 2017).

Reserva espermdtica

Considerando-se que a perda na espermiogénese € insignificante, determinou-se a
reserva espermatica testicular (RET) total e por grama de testiculo a partir da populagdo celular
de espermdtides arredondadas no estddio I do CES, baseando-se na foérmula: RET =
(comprimento dos tibulos seminiferos/espessura do corte) X nimero corrigido de espermaétides
arredondadas por sec¢do transversal (Berndston, 1977).

Células de Sertoli

O ndmero de células de Sertoli por testiculo foi estimado a partir da férmula: NCS =
Comprimento total de tibulos seminiferos (pum) x Nimero corrigido de nucléolos de células de
Sertoli por sec¢do transversal / espessura do corte (um). O numero de células de Sertoli foi
dividido pelo peso testicular para estimar a quantidade de células por grama de testiculo. O
indice de célula de Sertoli (EAR:SER) e a capacidade total de suporte da célula de Sertoli (SGA
+ PL + PAQ + EAR:SER) também foram calculados (Costa et al., 2011).

Morfometria intertubular

A propor¢ao volumétrica entre os elementos que compdem o intertiibulo foi estimada a
partir da contagem de 1.000 pontos por animal, utilizando-se reticulo com 540 interseccoes
(pontos), em aumento de 400X, realizando-se a contagem de campos aleatérios em cada animal.

Foram contabilizadas as propor¢des volumétricas de nucleo e citoplasma da célula de Leydig,
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vaso sanguineo, espago linfético, tecido conjuntivo e macréfagos pela férmula: Proporgao
volumétrica (%) = (NI/NTI) x 100, onde NI= Numero de pontos contados sobre o componente
do intertibulo e NTI= Numero de pontos totais contados no intertibulo.

Para cdlculo do volume do intertibulo, bem como dos elementos que o compdem,
utilizou-se a férmula: Volume = % do componente do intertibulo x PPT / 100, onde: PPT=
peso do parénquima testicular.

Com base no peso corporal e na propor¢do de intertibulo e células de Leydig foi
calculado o indice intertubulossomatico (IIS) e indice Leydigossomatico (ILS) pela férmula:
Indice (%) = (VCL ou %1/ PC) x 100, onde VCL= Volume de células de Leydig nos testiculos,
%] = proporcao de intertiibulo e PC= Peso corporal (Oliveira et al., 2015).

Morfometria das células de Leydig

Foi medido o didmetro nuclear médio, em pm, das células de Leydig em aumento de
400X, totalizando 30 nucleos para cada animal. A partir das férmulas abaixo, foram calculados
o volume nuclear (VNL), citoplasmético (VCL) e o volume de cada célula de Leydig (VL), em
pum3: VNL = 4/3 7R3, onde R= Raio nuclear; VCL = %CL x VNL / %NL, onde %CL=
Proporcao volumétrica de citoplasma de Leydig e %NL = Propor¢ao volumétrica de nicleo de
Leydig; e VL= VNL + VCL.

O volume que a célula de Leydig ocupa nos testiculos (VLT), em pL, foi calculado a
partir da férmula: VLT = (% Ley x PPT) / 100, onde % Ley = Propor¢ao volumétrica da célula
de Leydig no parénquima testicular e PPT= Peso do parénquima testicular. O volume de célula
de Leydig por grama de testiculo (VL/gT) foi obtido por VLT/PT, onde PT € peso testicular.

Foram calculados o ndimero de células de Leydig por testiculo (NL/t) e por grama de
testiculo (NL/gT) por meio da seguinte equacdo: N/t = VLT / VL, onde: VLT= Volume de
Leydig por testiculo e VL= Volume de uma célula de Leydig, e NL/gT = NL/PT, onde PT=

Peso testicular (Oliveira et al., 2015).
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Estatistica
Todos os resultados foram analisados no software Excel do Windows e expressos em média
+ desvio padrao da média.
3. Resultados
3.1 Dados Biométricos, morfometria e estereologia dos tiibulos seminiferos

A média do peso corporal de O. bicolor foi 35,8 g e o peso testicular 0,19 g. Com base
na contagem de pontos foi contabilizada a propor¢do e a volumetria dos componentes
testiculares. Todos os dados dos parametros acerca dos tibulos seminiferos e de seus
componentes de O. bicolor estdo na tabela 1.

3.2 Contagem de células do estddio 1 pelo método da Morfologia Tubular

Utilizando-se a contagem da populagdo de células no estagio 1 foram calculados os valores
corrigidos dos tipos celulares do epitélio seminifero e os indices espermatogénicos, sendo o
rendimento da espermatogénese igual a 23,83 células (Tabela 2).

3.3 Estddios do ciclo seminifero (CES)

Com base nos critérios de divisdo pelo método da morfologia tubular proposto por
Berndtson (1977), foram caracterizados oito estddios do epitélio seminifero de O. bicolor.
Espermatogé6nias do tipo A encontradas no ambiente basal apresentaram nucleo ovoide em
relacdo a membrana basal, espermatdcitos primdrios em preleptéteno e paquiteno foram
encontrados em todos os estddios descritos. As demais associacdes celulares estdo
caracterizadas a seguir (Figura 1).

Estadio I: Espermatdcitos primarios em preleptéteno (P1) no ambiente basal dispostos
em uma camada apresentaram nucleos pequenos com cromatina condensada. Espermatdcitos
primérios em paquiteno (P) distribuidos em uma a duas camadas ji4 no ambiente adluminal.
Mais de cinco camadas de espermatides arredondadas (R) com nicleos pequenos e cromatina

ndo condensada.



26

Estddio II: Espermétides arredondadas comecam a adquirir morfologia alongada (E) e
nota-se espermatdcitos em leptéteno (L) no ambiente adluminal.

Estéddio III: Espermatides alongadas se organizam e formam feixes no dpice do epitélio.
Espermatdcitos em zigéteno (Z) e dipléteno (D) presentes no epitélio.

Estddio IV: Observa-se a segunda divisdo meidtica pela presenca de placas metafdsicas
(M), além de espermatdcitos secundarios (II). Foram encontrados espermatdcitos primarios em
zigbteno, em dipldteno e feixes de espermadtides alongadas.

Estddio V: Foram encontradas espermatogonias intermedidrias com os niicleos maiores
e arredondados e a cromatina perinuclear condensada com a presenca de nucléolos. Ha duas
geracOes de espermdtides: as arredondadas fruto da segunda divisdo meidtica e as alongadas
organizadas em feixes. Presenca de espermatdcitos primarios em paquiteno.

Estddio VI: Foram encontradas espermatogdnias do tipo B, espermatdcitos em
paquiteno além das espermétides arredondadas. Feixes de espermdtides alongadas situadas na
regido central do epitélio.

Estadio VII: Ha espermatogdnias do tipo A e B, espermatdcitos primdrios em paquiteno
e espermatides arredondadas, estando os feixes de espermatides alongadas ja préximos ao lume
tubular. Presenca de corpos residuais no dpice do epitélio.

Estadio VIII: Espermatozoides presentes no lume tubular e corpos residuais no dpice do
epitélio préoximo as espermétides arredondadas. Espermatdcitos primdrios em preleptoteno e
em paquiteno presentes.

Foi realizada a frequéncia desses estddios. A fase pré-meidtica correspondeu a 50% dos
estadios, a meiose representou 5 % e a fase pré-meidtica a 45% dos estadios (Figura 2).

3.4 Reserva espermdtica e células de Sertoli
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Com base na contagem de células de Sertoli foram calculados todos os parametros
referentes a célula bem como os valores da reserva espermdtica, sendo o valor por grama de
testiculo igual a 79,08x10° (Tabela 3).

3.5 Morfometria intertubular
Feita a contagem de pontos sobre o compartimento intertubular obteve-se a propor¢ao dos seus
componentes e suas volumetrias (Tabela 4). O. bicolor tem 10,28% de intertibulo, sendo 4,99%
alocados em células de Leydig.

O testiculo de O. bicolor tem 11,10x107 células de Leydig por grama de tesiculo. Os
demais dados referentes as células de Leydig estao dispostos na tabela 5.

4. Discussao

Este estudo apresenta informagdes sobre a biologia reprodutiva do roedor Oecomys
bicolor com énfase na morfometria e estereologia do testiculo relacionadas a espermatogénese,
visando contribuir para melhor compreensao das estratégias reprodutivas da espécie e fornecer
dados mais especificos para atividades de conservagdo e manejo da espécie.

O valor do IGS encontrado em Oecomys bicolor (0,53) segue o padrao de outros
roedores de pequeno porte, visto que os indices sdo calculados com base no peso corporal dos
animais, como Oligoryzomys nigripes (0,5) (Cordeiro Junior, 2009) e Oxymycterus rufus (0,47)
(Morais et al., 2016). Os indices ITS e IES de O. bicolor (0,47 e 0,37, respectivamente) também
foram semelhantes aos encontrados em O. rufus (0,4 e 0,35, respectivamente). Kenagy e
Trombulak (1986) comprovaram que ha relagdo entre o peso corporal e o peso testicular, sendo
possivel inferirmos o comportamento sexual das espécies, pois espécies monogamicas
geralmente apresentam IGS e ITS menores que espécies promiscuas porque héd necessidade de
grande producdo espermatica por parte dos machos (Siman et al., 2017). Um exemplo é a
capivara com IGS igual a 0,12 e descrita como uma espécie monogamica, enquanto O. nigripes

e O. rufus como espécies promiscuas (Paula et al 2007).
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Os tubulos seminiferos sdo o principal componente testicular analisado para avaliar os
parametros reprodutivos, assim como o didmetro tubular, a altura do epitélio e comprimento
total tubular (Franca e Russell, 1998). No parénquima testicular os tibulos seminiferos sdo o
componente mais farto, seguido pelo epitélio seminifero. Em O. bicolor, observa-se menor
propor¢ao desses componentes comparados a outros roedores de habito reprodutivo promiscuo
da mesma familia, como O. nigripes que apresenta 96,3% de tibulos seminiferos e 87,1% de
epitélio seminifero e O. rufus com 90,9% e 81,2% respectivamente (Cordeiro Junior, 2009;
Morais et al., 2016). A grande propor¢do de tubulos seminiferos e epitélio seminifero sdao
caracteristicas tipicas de pequenos roedores porque eles tém ciclo de vida pequeno, sdo espécies
promiscuas e tém muitas ninhadas por ano (Cordeiro Junior, 2009).

Os valores de didmetro tubular (189,45 um) e altura de epitélio (62,24 um) de O. bicolor
encontram-se dentro do padrdo descrito para os mamiferos amniotas de 160 a 350um (Franca
e Russell, 1998). Esses valores foram semelhantes aos de Trinomys moojeni (172 e 67 pm,
respectivamente) e de O. rufus (175,45 e 67 um respectivamente), sugerindo capacidade
espermatogénica semelhantes a desses animais (Cordeiro Juinior, 2009; Morais et al., 2016).

O comprimento total tubular por grama de testiculo de O. bicolor foi 31,91 m, maior em
relacdo aos valores descritos para Akodon cursor (20 m) e a Necromys lasiurus (21 m) (Cordeiro
Janior, 2009), enquanto O. rufus (34,92m) apresentou comprimento maior por apresentar
maiores proporcoes dos componentes tubulares que O. bicolor (Morais et al., 2016).

Os dados das areas de tibulo seminifero, epitélio seminifero e lume também podem ser
usados para descrever e comparar a espermatogénese das espécies, sendo esse o primeiro estudo
que traz esses dados para uma espécie de roedor. A drea tubular, epitelial e luminal de O. bicolor
foram de 28,30 x10°um?, 25,02 x10* um? e 3,28 x10° pm?, respectivamente.

O ndmero corrigido das células germinativas e das células de Sertoli sdo parametros

importantes para a compreensao do processo espermatogénico das espécies. (Russell et al.,
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1990). O indice mitético nos permite analisar a fase proliferativa da espermatogénese por ser a
razdo entre espermatdcitos primdrios em preleptéteno e espermatogdnias. Em O. bicolor 8,95
espermatécitos  primdrios em preleptéteno foram produzidos pelas mitoses das
espermatogonias, enquanto O. nasutus e O. rufus apresentaram aproveitamento menor de 7,02
e 5,64, respectivamente (Morais et al., 2014; Morais et al., 2016).

O indice meidtico, por sua vez, representa quantas espermadtides arredondadas sdo
produzidas a partir da populacdo espermatdcitos primarios. Em mamiferos esse indice varia
entre 1,9 e 3,4 (Franca e Russell, 1998). O. bicolor apresentou aproveitamento de 2,45 células,
semelhante a O. nasutus e O. rufus com 2,83 e 2,79, respectivamente, estando dentro dos
valores observados (Morais et al., 2014; Morais et al., 2016). Considerando que ndo houvesse
morte de células germinativas por apoptose, cada espermatdcito em paquiteno originaria quatro
espermadtides arredondadas. Com base nisso, de acordo com Franca e Russell (1998), a taxa de
perda celular durante a meiose varia entre 5% e 30% em mamiferos. O. bicolor apresentou taxa
de 58,98% de perda celular, enquanto O. rufus e O. nasutus apresentaram taxa de perda celular
maior, de 69,88% e 70,84% respectivamente (Morais et al., 2014; Morais et al., 2016). A perda
celular durante a espermatogénese € importante para evitar que células com anormalidades
cromossOmicas tornem-se espermatozoides e, além disso, ajuda a manter a quantidade de
células no epitélio de acordo com a capacidade das células de Sertoli (Collins et al., 1997).

O rendimento geral da espermatogénese € a razdo entre o nimero de espermatides
arredondadas pelas espermatogonias do tipo A. Em O. bicolor o rendimento foi de 23,83, valor
abaixo do referido por Franca e Russell (1998) para mamiferos, de 26,2 a 74,2. Contudo, em O.
rufus e O. nasutus, o rendimento foi menor ainda sendo 11,98 e 19,79 células, respectivamente
(Morais et al., 2014; Morais et al., 2016).

Observando os valores dos indices relacionados a espermatogénese em O. bicolor é

notério que, apesar de apresentar propor¢cdo de tibulos seminiferos e epitélio seminifero
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menores que as de O. rufus e O. nasutus, seu aproveitamento da espermatogénese ¢ melhor. Por
outro lado, O. nigripes (36,54) e A. cursor (31,38) tiveram maior rendimento espermatogénico
que O. bicolor e dentro do observado para mamiferos (Balarini, 2013).

A célula de Sertoli é responsdvel pela manutencio da espermatogénese e parametros
desta célula s@o importantes para avaliar este processo (Franca e Russell, 1998; Franca et al.,
2016). Cada célula de Sertoli de O. bicolor é capaz de suportar 16,23 células germinativas,
sendo menor que em O. nigripes (27,78 células) e A. cursor (26,67 células). O indice das células
de Sertoli € a razdo entre estas células e as espermatides arredondadas. Em O. bicolor o indice
foi 8,84, menor que em O. nigripes (14,92) e A. cursor (14,05). Apesar de serem espécies da
mesma familia, O. bicolor possui menos células em seu epitélio seminifero, o que justifica a
diferencga entre os parametros da célula de Sertoli entre as espécies. Além disso, O. bicolor
também apresenta menos células de Sertoli por grama de testiculo comparado com O. nigripes
(35x10%) e A. cursor (48x10°) (Balarini, 2013).

Pelo valor da reserva espermadtica testicular é possivel determinar o ndmero de
espermatozoides produzidos por cada ciclo do epitélio seminifero. A reserva espermatica por
grama de testiculo de O. bicolor (79,08x10° foi menor que a observada em O. nasutus
(849,63x10°) e maior que a de O. rufus (73,13x10°) (Morais et al, 2014; Morais et al, 2016),
sendo considerada espécie promiscua.

Os estadios I a III representam a fase pré-meidtica na qual apenas uma geracdo de
espermatides estd presente, sendo o estddio I o mais frequente dentre todos eles. O estadio IV
representa a meiose, sendo o menos frequente, enquanto os estadios de V a VIII sdao os pos-
meiodticos, com a presenga de duas geracdes de espermadtides, sendo o estddio VIII o mais
frequente dessa fase. Vdrios autores sugerem que espécies filogeneticamente préximas t€m
frequéncias de estddios semelhantes e consequentemente a duragio das fase pré e pds-meidticas

(Francga et al., 2005; Silva et al., 2010; Figueiredo et al., 2017). O mesmo padrao de frequéncia
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de estddios foi descrito para O. rufus e Kannabateomys amblyonyx (Morais et al., 2016; Siman
et al., 2017).

O compartimento intertubular corresponde a por¢ao enddcrina do testiculo, funcio
desempenhada pelas células de Leydig por estimulagdo do hormdnio luteinizante (LH) (Ge et
al., 2008). O. bicolor possui maior propor¢do de compartimento intertubular e de células de
Leydig do que Hylaeamys megacephalus (5,54% e 3,21%, respectivamente) e Necromys
lasiurus (6,87% e 3,32%, respectivamente), roedores pertencentes a mesma familia (Melo et
al., 2015; Oliveira et al., 2015). De acordo com Fawcett et al (1973), O. bicolor pertence a
classificacdo tipo trés de organizacdo do compartimento intertubular, por ser composto
majoritariamente por células de Leydig, pouco espaco linfatico e principalmente pouco tecido
conjuntivo.

Em O. bicolor o diametro e o volume nuclear das células de Leydig foram 7,1 um e
190,66 pm3, respectivamente, sendo maiores que os encontrados em N. lasiurus (6,21um e
126,21um?, respectivamente), Rhipidomys macrurus (6,88um e 172,74um?, respectivamente)
e H. megacephalus (5,95 pym e 111,18 um® respectivamente). Esses dados sugerem que a
capacidade de sintese de testosterona das células de Leydig de O. bicolor é maior do que as
demais espécies analisadas (Melo et al., 2015; Oliveira et al., 2015).

O. bicolor possui mais células de Leydig por grama de testiculo (11,10x107) que H.
magacephalus (89,58x10°), N. lasiurus (61x10°) o que reforca a hipétese de O. bicolor produzir
mais testosterona em relacao a essas trés espécies (Melo et al., 2015; Oliveira et al., 2015).

Existe uma relacdo entre o volume do nicleo da célula de Leydig, o nimero de células
de Leydig por grama de testiculo e a concentragdo de testosterona sérica (Castro et al., 2002).
Como esses parametros de células de Leydig em O. bicolor sdo significativamente maiores
entre as espécies comparadas, € esperado que a sintese de testosterona influencie positivamente

na libido e na espermatogénese dessa espécie. A alta capacidade androgénica também



32

influéncia no comportamento reprodutivo da espécie, para um macho com sistema de
acasalamento promiscuo, a testosterona atua positivamente na competi¢ao intraespecifica por

fémeas (Ridley, 2004; Paula et al 2007).

5. Conclusoes

Oecomys bicolor apresenta alto investimento reprodutivo devido aos valores de
proporcdo do epitélio seminifero, do IGS e ITS e dos indices relacionados a espermatogénese.
Apresenta também grande investimento no compartimento intertubular, visto seus dados
relativos as células de Leydig. Esses fatores estdo relacionados diretamente a um perfil de
comportamento reprodutivo dos machos, indicando que sdo animais promiscuos.
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Figura 1. Estddios do epitélio seminifero de Oecomys bicolor. (A) Estadio 1. (B) Estadio 2. (C)
Estadio 3. (D) Estadio 4. (E) Estadio 5. (F) Estadio 6. (G) Estadio 7. (H) Estadio 8. S: célula de
Sertoli, Pl: Preleptéteno, P: Paquiteno, R: Espermatides arredondadas, A: Espermatogdnia tipo
A, B: Espermatogdnia tipo B, L: Leptéteno, M: Mitose, E: Espermatides alongadas, Z:

Zigébteno, RB: Corpo residual. Barra 50pum.
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Figura 2. Frequéncia dos estddios do epitélio seminifero (SEC) de Oecomys bicolor. Pré M:

fase pré-meidtica; M: fase meidtica; Post M: fase pds-meidtica.
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Tabela 1.

Parametros Média + DP
Peso corporal (g) 35.8+8.2
Peso testicular (g) 0.191 £0.7
IGS (%) 0.53 +0.19
Albuginea (g) 0.002 £ 0.0003
Parénquima testicular(g) 0.189 £0.8
IPS (%) 0.50 +£0.19
Tubulo seminifero (%) 89.72 £0.68
Epitélio seminifero (%) 69.86 +2.12
Ttnica propria (%) 5.98+0.74
Lume (%) 13.86 £ 2.88
ITS (%) 0.47 £0.17
IES (%) 0.37+0.13
Tubulo seminifero (ml) 0.17 £0.07
Epitélio seminifero (ml) 0.13 £0.05
Tunica propria (ml) 0.01 £0.005
Lume (ml) 0.03 £0.01
Diametro tubular (um) 189.45 £ 14.56
Altura de epitélio (um) 62.64 £4.81
Comprimento do tubulo seminifero (m) 6.03 £2.34
Comprimento do tibulo seminifero/g de testiculo 3191 £4.46
(m/g)
Area de tibulo seminifero (um?) 28306.35 £ 4470.36

Area de epitélio seminifero (um?)
Area de lume (pmz)

Relagao tibulo/epitélio

25023.12 + 3733.86
3283.23 £966.25
1.13+£0.03

Biometria, morfometria e estereologia dos componentes testiculares de Oecomys bicolor.

IGS: Indice gonadossomatico; IPS: Indice parenquimossomatico; ITS: Indice tubulossomatico;

IES: Indice epiteliossomatico.
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Tabela 2.
Numero corrigido das células do epitélio seminifero no estddio 1 e indices da espermatogénese

de Oecomys bicolor.

Parametro Média = DP

Tipo celular

Espermatogonia tipo A 32.12 £ 10.55
Espermatdcito em preleptéteno 271 £98.91
Espermatdcito em paquiteno 310.6 £ 195.53
Espermatide arredondada 732.82 +242.64
Célula de Sertoli 81.3 +13.98
Indice mitético 8.59 £2.03
Indice meiético 2.45£0.37
Rendimento da espermatogénese 23.83 £8.10
Tabela 3.

Indice de células de Sertoli e reserva espermdtica de Oecomys bicolor.

Parametros Média + DP
Numero de célula de Sertoli/testiculo (10°) 16.56 +7.3
Niimero de célula de Sertoli/ g de testiculo (10°) 87.2 +£23.89
Indice de Sertoli 8.84 £ 1.51
Capacidade suporte de Sertoli 16.23 £3.27
Reserva espermatica/testiculo (10°) 14.86 £ 6.56

Reserva espermética/g de testiculo (10°) 79.08 +33.93




Tabela 4.

Biometria, morfometria e estereologia do compartimento intertubular de Oecomys bicolor.

Parametros Média + DP
Intertibulo (%) 10.28 £0.75
Célula de Leydig (%) 4.99 +0.39
Citoplasma da célula de Leydig (%) 2.96 £0.31
Nicleo da célula de Leydig (%) 2.03 +£0.15
Espaco linfético (%) 3.17+0.71
Vasos sanguineos (%) 1.01 £0.37
Tecido conjuntivo (%) 1.01 £0.32
Macrofago (%) 0.1 +£0.03
1IS (%) 0.054 +£0.021
ILS (%) 0.026 £0.011
Intertdbulo (ml) 0.0193 £0.0077
Célula de Leydig (ml) 0.0097 £ 0.0043
Citoplasma da célula de Leydig (ml) 0.0059 + 0.0027
Nicleo da célula de Leydig (ml) 0.0038 + 0.0016
Espaco linfético (ml) 0.0056 + 0.0016
Vasos sanguineos (ml) 0.0021 £0.0014
Tecido conjuntivo (ml) 0.0018 = 0.0006
Macré6fago (ml) 0.0001 £ 0.00005

IIS: Indice intertubulossomatico; ILS: Indice Leydigossomatico
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Tabela 5.

Estereologia das células de Leydig de Oecomys bicolor.

Parametro

Média + DP

Diametro do nicleo de Leydig (um)

Volume da célula de Leydig (um?)

Volume do citoplasma da célula de Leydig (um?)
Volume do niicleo da célula de Leydig (um?)
Volume da célula de Leydig/testiculo (um? 10%)
Volume da célula de Leydig/g de testiculo (um?
10%)

Niimero de células de Leydig/testiculo (10°)
Niimero de células de Leydig/g de testiculo (107)

7.1 £0.59
471.24 £121.32
280.58 +78.81
190.66 +45.70
95.46 +43.02
49.26 + 37.60

20.41 + 8.67
11.10 +3.34
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ARTIGO 2
Parametros histomorfométricos testiculares e dinimica da espermatogénica de

Monodelphis americana (Miiller, 1776) (Didelphimorphia: Didelphidae)

Resumo

Os testiculos dos mamiferos sdo responsdveis pela produgcdo dos gametas e pela secrecdo do
horménio sexual testosterona. No compartimento tubular acontece a espermatogénese onde
células da linhagem germinativa se dividem e se diferenciam até a formacgao do espermatozoide,
enquanto no compartimento intertubular as células de Leydig produzem e secretam a
testosterona, hormonio essencial para a espermatogénese. Monodelphis americana € um
marsupial endémico do Brasil conhecido popularmente como cuica de trés listras. A biologia
reprodutiva, principalmente dos marsupiais, é pouco explorada e é uma ferramenta importante
para compreender as estratégias reprodutiva das espécies o que contribui para a agdes de manejo
e conservacao das espécies. Monodelphis americana apresentou peso corporal de 36,7g com
IGS 0,47%, ITS 0,36% e IES 0,27%, sendo a propor¢do de tibulos seminiferos de 83,16%, o
que aponta grande investimento da espécie na producdo de espermatozoides. Os indices
mitético e meidtico foram 1,87 e 2,64 células, respectivamente, € o rendimento da
espermatogénese foi de 12,68 células. O compartimento intertubular representa 16,84% do
parénquima testicular sendo 13,13% de células de Leydig, cujo nlimero por testiculo é de
22,75x10° células. Monodelphis americana tem maior investimento nos parimetros
espermatogénicos do que no compartimento intertubular inferindo que os machos apresentam

comportamento reprodutivo promiscuo.

Palavras chave: Monodelphis americana, Espermatogénese, Tubulo seminifero, Sertoli,

Leydig.
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1. Introducao
Os marsupiais se distinguem dos demais mamiferos principalmente pelo seu modo

reprodutivo e pela anatomia do trato urogenital. Os dutos urindrios passam no meio dos dutos
genitais, enquanto nos eutérios passam lateralmente. Nos machos, o pénis é bifurcado e o
escroto, ao contrario dos eutérios, localiza-se a frente do pénis. Nas fémeas, o trato reprodutivo
consiste de duas vaginas laterais. As fémeas t€m curto periodo de gestacdo intrauterina e longo
periodo de lactacdo. Os filhotes nascem em um estagio imaturo e, dependendo da espécie, sdo
mantidos do lado de fora do corpo ou no marsipio, onde os mamilos estdo implantados

(ANDRADE; PINTO; OLIVEIRA, 2002).

Existem trés ordens de marsupiais americanos: Didelphimorphia, Paucituberculata e
Microbiotheria (BRITO et al., 2009). A Ordem Didelphimorphia pertence a subclasse Theria e
¢ a ordem mais diversa, sendo espécies popularmente conhecidas por cuicas e gambds.
Apresentam distribuicdo desde o extremo sul da América do Sul até o leste do Canada
(GARDNER, 2008). No Brasil sao registrados cerca de 16 géneros e 55 espécies. O género
Monodelphis possui 15 espécies e todos habitam a América do Sul, sendo animais de pequeno

porte (REIS et al., 2006)

Monodelphis americana, popularmente conhecida como cuica-de-trés-listras, possui
porte pequeno, entre 100 e 105Smm, tem a pelagem dorsal marrom a acinzentada com trés listras
pretas horizontais. A listra do meio parte do focinho e vai até a base da cauda, enquanto as
laterais partem dos ombros. E uma espécie essencialmente terrestre e mais ativa durante o dia.
Sao encontrados na Mata Atlantica e no Cerrado e alimentam-se de pequenos invertebrados,

frutas e sementes (MORAES et al., 2016).

Apesar dos 55 géneros distribuidos nos diferentes biomas brasileiros e do interesse nos

aspectos da histéria natural desses animais, hd poucas informagdes sobre a ecologia e a
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adaptacdo desse grupo, principalmente da ecologia-evolutiva e das estratégias de reprodugdo

desses animais (CACERES, 2012).

Estudos sobre o processo espermatogénico das espécies sdo importantes para o
desenvolvimento de politicas de conservagao especificas. Além disso, ajudam a complementar
o conhecimento acerca da biologia reprodutiva das espécies (LEITE et al., 2006). A
morfometria testicular dos compartimentos tubular e intertubular é capaz de gerar dados que
permitem estimar a atividade das células e a relagdo dos padrdes de acasalamento das espécies
(MORAIS et al., 2014). Desse modo, esse estudo teve objetivo de descrever a dindmica da
espermatogénese assim como o compartimento tubular e intertubular do marsupial

Monodelphis americana.

2. Material e métodos
2.1. Animais

A drea utilizada para coleta dos animais possui aproximadamente 450 hectares de
reserva de Mata Atlantica, chamada de Mata do Paraiso que pertence ao municipio de Vicosa,
Minas Gerais. Foram capturados 10 animais utilizando armadilhas do tipo Pitfall assim como
Shermann e Tomahawk com iscas compostas por fubd, sardinha e banana. As coletas foram
autorizadas pelo IBAMA licenga n°13045-1 e o protocolo experimental aprovado pelo CEUA
da UFV sob protocolo numero 552/2016. Os animais foram pesados e anestesiados utilizando-

se tiopental 30mg/kg intraperitoneal.
2.2. Processamento histolégico

Os testiculos destinados as andlises morfoldgicas foram removidos e fixados em solugao
de Karnovsky (KARNOVSKY, 1965. Depois de fixados, fragmentos testiculares foram
desidratados em concentracdes crescentes de etanol, incluidos em 2-hidroxietil metacrilato

(Historesin®, Leica), seccionados na espessura de 3um e corados com azul de toluidina — borato
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de sédio 1%. Imagens do parénquima testicular foram obtidas em microscépio Olympus AX-
70 e analisadas utilizando-se o software de andlise de imagens ImageJ. A albuginea testicular
foi retirada e pesada, sendo seu peso subtraido do peso gonadal para se obter o peso do

parénquima testicular.
2.3.  Dados biométricos

Baseado nos pesos corporal, testicular, do parénquima e nos volumes de tibulos
seminiferos e epitélio seminifero, foram calculados os indices gonadossomdtico (IGS),
parenquimossomatico (IPS), tubulossomatico (ITS) e epiteliossomético (IES) a partir da
equagdo: Indice (%) = peso do testiculo ou parénquima ou volume do tibulo ou epitélio/PC x

100, onde PC= Peso corporal.
2.4.  Morfometria e estereologia dos tibulos seminiferos

A propor¢do volumétrica dos componentes do parénquima testicular foi estimada a
partir da contagem de 5.320 pontos por animal, utilizando-se reticulo com 266 interseccoes
(pontos), em aumento de 100X, realizando-se a contagem de 20 campos aleatorios para cada
animal. Desse modo, foram calculadas as propor¢des volumétricas de todos os componentes do
parénquima testicular: tinica propria, epitélio seminifero, lume e intertibulo. A equacao usada
foi: Propor¢cdo volumétrica (%) = (NT/NTT) x 100, onde NT= Numero de pontos contados
sobre o componente do parénquima e NTT= Numero de pontos totais contados. Para calculo
dos volumes dos componentes do parénquima testicular utilizou-se a equagdo: Volume = % do
elemento x PPT / 100, onde PPT= Peso do parénquima testicular. O volume do testiculo foi

considerado igual ao peso (JOHNSON; PETTY; NEAVES, 1981; COSTA et al., 2011).

O diametro tubular médio (um) por animal foi obtido a partir da mensuragao, ao acaso,

de 20 secg¢des transversais de tibulos sem considerar o estadio do ciclo do epitélio seminifero.



47

Nas mesmas sec¢des foram mensuradas a altura do epitélio seminifero (um), a partir da tinica

prépria até o limen tubular, tomadas de forma diametralmente opostas.

O comprimento total dos tdbulos seminiferos (CTT) por testiculo e por grama de
testiculo, em metros, foi estimado empregando-se a seguinte equagdo: CTT= VTS / nR?, onde
VTS= Volume total de tubulos seminiferos dos testiculos, TR?= Area da sec¢io transversal dos
tibulos seminiferos e R= didmetro tubular. O CTT foi dividido pelo peso dos testiculos para

estimar o comprimento dos tibulos seminiferos por grama de testiculo.

A 4rea tubular foi calculada pela formula AT= n.RT?, onde RT= raio tubular, enquanto
a area luminal pela formula AL=n.RL?, onde RL= raio luminal. A 4rea de epitélio foi calculada
subtraindo a AT pela AL, enquanto a relacdo tibulo/epitélio (RT/E) foi obtida por AT/AE

(DIAS et al., 2019).
2.5. Contagem de células do estadio 1

O numero de células que constituem o epitélio seminifero no estadio 1 do ciclo foi
obtido a partir da contagem das células germinativas e das células de Sertoli, em 20 seccoes
transversais de tibulos seminiferos para cada animal. Foram quantificadas espermatogonias do
tipo A (SGA), espermatdcitos primdrios na transicdo de preleptéteno para leptéteno (PL),
espermatocitos primdrios em paquiteno (PAQ) e espermétides arredondadas (EAR), além dos
nucléolos de células de Sertoli (SER). Foi feita a média dos didmetros de cada célula
germinativa e a média dos nucléolos das células de Sertoli pela mensuracido de 30 células de
cada tipo citado. As contagens obtidas foram corrigidas para o didmetro nuclear médio de 30
células e espessura do corte histolégico segundo AMANN (1961). As seguintes razdes foram
utilizadas: indice mitético (PL:SGA); indice meidtico (EAR:PAQ) e rendimento geral da

espermatogénese (EAR:SGA).

2.6.  Caracterizacdo e frequéncia dos estadios do ciclo seminifero (CES)



48

Os estddios do CES foram caracterizados pelo método da Morfologia Tubular
(BERNDTSON, 1977). Baseados nas altera¢des da forma e localizacdo do nicleo das diferentes
geracdes das células germinativas e na ocorréncia de figuras de divisdo meidtica foram
caracterizados 8 estddios. A frequéncia relativa dos estddios do CES foi determinada a partir da
caracterizacdo e contagem de 200 secc¢des transversais de tibulos seminiferos para cada animal,

escolhidos aleatoriamente (SIMAN et al., 2017).

2.7.  Reserva espermética

Considerando-se que a perda na espermiogénese € insignificante, determinou-se a
reserva espermadtica testicular (RET) total e por grama de testiculo a partir da populacdo celular
de espermdtides arredondadas no estddio I do CES, baseando-se na férmula: RET =
(comprimento dos tibulos seminiferos/espessura do corte) x ndmero corrigido de espermétides

arredondadas por sec¢do transversal (BERNDTSON, 1977).

2.8.  Célula de Sertoli

O numero de células de Sertoli por testiculo foi estimado a partir da férmula: NCS =
Comprimento total de tubulos seminiferos (um) x Numero corrigido de nucléolos de células de
Sertoli por seccdo transversal / Espessura do corte (um). O nimero de células de Sertoli foi
dividido pelo peso testicular para estimar a quantidade de células por grama de testiculo. O
indice de célula de Sertoli (EAR:SER) e a capacidade total de suporte da célula de Sertoli (SGA

+ PL + PAQ + EAR:SER) também foram calculados.

2.9, Morfometria intertubular

A propor¢ao volumétrica entre os elementos que compdem o intertiibulo foi estimada a
partir da contagem de 1.000 pontos por animal, utilizando-se reticulo com 540 interseccoes
(pontos), em aumento de 400X, realizando-se a contagem de campos aleatérios em cada animal.

Foram contabilizados a proporcao volumétrica de nicleo e citoplasma da célula de Leydig, vaso
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sanguineo, espaco linfatico, tecido conjuntivo e macréfagos, pela férmula: Proporcdo
volumétrica (%) = (NI/NTI) x 100, onde NI= Numero de pontos contados sobre o componente

do intertibulo e NTI= Numero de pontos totais contados no intertibulo.

Para cdlculo do volume do intertibulo, bem como dos elementos que o compde,
utilizou-se a férmula: Volume = % do componente do intertibulo x PPT / 100, onde PPT= peso

do parénquima testicular.

Com base no peso corporal e na proporcdo de intertiibulo e células de Leydig foram
calculados os indices intertubulossomatico (IIS) e Leydigossomatico (ILS) pela férmula: Indice
(%) = (VCL ou %1/ PC) x 100, onde VCL= Volume de células de Leydig nos testiculos %I =

proporc¢do de intertibulo e PC= Peso corporal.
2.10. Morfometria da Célula de Leydig

Foi medido o didmetro nuclear médio, em pum, das células de Leydig em aumento de
400X, totalizando 30 nucleos para cada animal. A partir das férmulas abaixo, foram entdo
calculados o volume nuclear (VNL), citoplasmético (VCL) e o volume de cada célula de Leydig
(VL), em um3 aplicando-se as formulas: VNL = 4/3 nR3, onde R= Raio nuclear; VCL = %CL
x VNL / %NL, onde %CL= Propor¢ao volumétrica de citoplasma de Leydig; %NL = Proporcao

volumétrica de nucleo de Leydig; e VL= VNL + VLC.

O volume que a célula de Leydig ocupa nos testiculos (VLT), em pL, foi calculado a
partir da férmula: VLT = (% Ley x PPT) / 100, onde % Ley = Propor¢ao volumétrica da célula
de Leydig no parénquima testicular e PPT= Peso do parénquima testicular. O volume de célula

de Leydig por grama de testiculo (VL/gT) foi obtido por VLT/PT, onde PT € peso testicular.

Foram calculados o nimero de células de Leydig por testiculo (NL/t) e por grama de

testiculo (NL/gT), por meio da seguinte equacao: N/t = VLT / VL, onde: VLT= Volume de
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Leydig por testiculo e VL= Volume de uma célula de Leydig, e NL/gT = NL/PT, onde PT=

Peso testicular.
2.11. Estatistica

Todos os resultados foram analisados no software Excel do Windows e expressos em média +

desvio padrao da média.

3. Resultados

3.1.  Dados Biométricos, Morfometria e estereologia dos tubulos seminiferos

Os dados biométricos, morfométricos e estereoldogicos dos tibulos seminiferos de M.
americana encontram-se na Tabela 1. O peso corporal e testicular foram de 36,7g e 0,16g,
respectivamente. O indice gonadossomatico (IGS) foi 0,47% e o parenquimossomatico (IPS)

0,43% (Tabela 1).

M. americana possui 83,16% do parénquima testicular composto por tdbulos
seminiferos e 16,84% de intertibulo. A maior parte dos tibulos seminiferos ¢ composta pelo
epitélio seminifero (63,48%), seguido pelo lume e tinica prépria (14,67% e 5,01%,

respectivamente) (Tabela 1).

Com base na volumetria dos tibulos seminiferos e epitélio seminifero, foram calculados
os indices tubulossomatico (ITS) e epiteliossomdtico obtendo-se 0,36% e 0,27%,
respectivamente (Tabela 1). O diametro tubular e a altura do epitélio de M. americana foram
de 216,58 pym e 66,26 um, respectivamente (Tabela 1). M. americana possui cerca de 3,43 m

de tubulos seminiferos, na proporc¢ao de 20,96 m/g de testiculo (Tabela 1).

As medi¢des da drea do tdbulo, limen e epitélio e a razdo tabulo epitelial (RTE) de M.
americana sdo mostradas na Tabela 1. A drea tubular é de 36,97 x10° pmz, distribuida em 31,35
x10* um? de 4rea epitelial e 5,62 x10° um? de drea luminal. A relago tibulo/epitélio (RTE) foi

de 1,18.



51

3.2 Contagem de células do estddio 1

Os ndmeros corrigidos de células germinativas e de Sertoli, assim como os indices
espermatogénicos de M. americana estdo descritos na Tabela 2. A eficiéncia da mitose
espermatogonial € de 1,87 células, enquanto o indice meidtico € de 2,64 células e o rendimento

espermatogénico € de 12,68 células.

3.3 Estadios do ciclo seminifero (CES)

Com base nos critérios de divisdo pelo método da morfologia tubular proposto por
BERNDTSON (1977) e de acordo com OISHI (2013) foram caracterizados oito estadios do

epitélio seminifero de M. americana.

Espermatogonias do tipo A s3o encontradas no compartimento basal, apresentam nucleo
oval e pouca heterocromatina. Ja os espermatdcitos em paquiteno sdo as células com nucleos
maiores com feixes de cromatina condensados, ausentes somente nos estadios 3 € 4. As demais

organizacoes estdo descritas a seguir (Figura 1).

Estadio 1: As espermétides possuem morfologia nuclear levemente alongada onde em uma das
extremidades nota se o acrossoma, uma faixa mais corada do que o restante do nicleo.

Espermatdcitos em preleptéteno e paquiteno estao presentes.

Estddio 2: Espermdtides com nticleo mais condensados e em formato conico, em ambos lados
do nidcleo hd formacdo das manchetes. Presenca de espermatogdnias do tipo e A, além de

espermatdcitos em leptdteno e paquiteno na base do epitélio.

N

Estddio 3: Espermatides com o nucleo condensado achatado paralelas a membrana basal.
Acrossoma menos corado acima do ntcleo e a persisténcia das manchetes nas laterais das

espermatides. Presenca de espermatdcitos em zigéteno e em dipléteno.
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Estddio 4: As espermdtides adquirem morfologia em V e mudam de eixo no epitélio seminifero
a partir do estadio 4, distingdo entre o acrossoma e nucleo pelo tom da coloragdo e as manchetes
j4 ndo sdo mais observadas. Acontece a segunda divisdo meidtica e hd espermatdcitos em

dipléteno e zigéteno.

Estiddio 5: Espermatides em V no topo do epitélio e abaixo espermdtides fruto da segunda

divisao da meiose com nucleos esféricos.

Estadios 6 e 7: Desenvolvimento da vesicula acrossdmica. A extremidade da vesicula em
contato com o nucleo forma uma depressdao convexa no nicleo. Nota se o crescimento dessa
vesicula até seu desaparecimento ao fim do estddio 7. As espermétides em V dirigem se ao topo

do epitélio. Presenca de espermatogonias do tipo B.

Estadio 8: Observa-se espermatozoides livres no lume do tibulo seminifero e corpos residuais.
Os nucleos das espermdtides voltam a morfologia alongada semelhante a do estddio 1. Presenca

de espermatdcitos em paquiteno.

A frequéncia dos estadios esta apresentada na figura 2. A fase pré-meiotica corresponde
a 48% da frequéncia dos estddios observados, a meiose condiz a 3%, e a fase pds-meiotica a

49% dos estadios.
3.4. Reserva espermitica e células de Sertoli

Os indices de células de Sertoli e a reserva espermaética testicular estdo na Tabela 3. O
ntimero de células de Sertoli por grama de testiculo em M. americana é de 42,7x10° células. O
indice de células de Sertoli é de 3,92 espermatides e cada célula de Sertoli pode suportar 6,42
células (capacidade de suporte de células de Sertoli), enquanto a reserva espermatica por grama

de testiculo foi 1,66x10°.

3.5. Morfometria intertubular
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Os dados morfométricos e estereoldgicos referentes ao compartimento intertubular de
M. americana podem ser encontrados na Tabela 4. As células de Leydig sdo responsdveis por
13,13% do compartimento intertubular. O tecido conjuntivo foi o segundo elemento mais
abundante (1,66%), seguido pelos vasos sanguineos e espaco linfatico e macréfagos, que juntos
sao responsaveis por 2,05% do compartimento intertubular nos testiculos. O indice

intertubulossomatico (IIS) de M. americana é de 0,072%.

A morfometria da célula Leydig de M. americana é mostrada na Tabela 5. Estas células
apresentam volume médio 1003,11 pm?, sendo o seu niimero por grama de testiculo de 137,77
x10° células. O indice Leydigossomitico (ILS), que representa a porcentagem do peso corporal

alocado para as células Leydig, é de 0,061%.
4 Discussao

Este estudo apresenta informagdes sobre a biologia reprodutiva do marsupial Monodelphis
americana com €nfase na morfometria e estereologia da espermatogénese, visando contribuir
para melhor compreensdo das estratégias reprodutivas da espécie e fornecer dados mais

especificos para atividades de conservacao e manejo da espécie.

O peso testicular de M. americana (0,16g) fo1 menor do que o de Didelphis albiventris
(0,88g) e Phinlander frenatus (0,4g), o que reflete no maior valor do IGS em M. americana
(0,47%) do que em D. albivrentris (0,06%) e P. frenatus (0,3%), pois dentre essas espécies M.
ameriana possui menor peso corporal.(FERREIRA et al., 2020; FIGUEIREDO et al., 2017;

QUEIROZ; NOGUEIRA, 1992).

A propor¢do volumétrica de tibulos seminiferos de M. americana (83,16%) estd de acordo
com o descrito para mamiferos (60-90%) sendo maior do que em D. albiventris (72% - DT
284um), Macrotis lagotis (52,6% - DT 372,3um) e P. frenatus (64,95% - DT 279,79 um).

Porém, entre essas espécies M. americana foi a que apresentou menor didmetro tubular
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(216um). Esses parametros inversamente proporcionais para as trés espécies sugere que ha
manuten¢do/compensacdo da fun¢do espermatogénica, pois onde a propor¢do de tibulo é maior
o diametro tubular é menor (COSTA et al., 2010; JOHNSTON et al., 2010; QUEIROZ;

NOGUEIRA, 1992).

O componente testicular responsdvel pela espermatogénese € o epitélio seminifero
composto pelas células da linhagem gamética e as células de Sertoli. Em M. americana a
proporcdo desse componente foi 63,48%, enquanto em P. frenatus a propor¢ao foi 45,19%,
seguindo o padrao da propor¢do de tubulos seminiferos das duas espécies. O ITS e o IES de M.
americana foram de 0,36% e 0,27%, respectivamente, € em P. frenatus foram 0,10% e 0,07%,
respectivamente. As propor¢des menores em P. frenatus do que em M. americana refletem a
maior propor¢do desses componentes testiculares e menor peso corporal (FERREIRA et al.,

2020).

O comprimento dos tibulos seminiferos de M. americana foi 3,43m, menor que em D.
albiventris (7,5m) e P. frenatus (6,82m) (FERREIRA et al., 2020; QUEIROZ; NOGUEIRA,
1992). Analisando os dados de comprimento tubular e os demais pardmetros de propor¢ao dos
tibulos seminiferos podemos inferir até aqui que ha compensagdo entre os componentes do
compartimento tubular das espécies de marsupiais. O M. americana que apresentou menor
comprimento de tibulos seminiferos e didmetro tubular mas entres as espécies comparadas foi

a que teve maior propor¢ao de tibulo seminifero e epitélio seminifero.

Os parametros sobre as dreas dos componentes tubulares também permitem analisar a
atividade espermatogénica das espécies. M. americana possui area de tibulo seminifero, de
epitélio seminifero e luminal inferior a P. frenatus (61,63 pm?, 48,16 um? e 13,47 um?
respectivamente), refletindo o menor comprimento tubular de M. americana (FERREIRA et

al., 2020).
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A eficiéncia da espermatogénese pode ser avaliada pela razdo entre os tipos celulares
presentes do epitélio seminifero (FRANCA; AVELAR; ALMEIDA, 2005). O indice mitético
¢ a razdo entre os espermatdcitos primdrios em preleptéteno/leptéteno e as espermatogdnias.
Em M. americana esse indice foi de 1,87, um pouco maior que o descrito para D. albiventris
(1,57) e P. frenatus (1,26). O indice meidtico permite mensurar quantas espermatides
arredondadas foram produzidas a partir da populacdo de espermatdcitos primarios. Em M.
americana o indice meiotico foi 2,64, inferior ao encontrado em D. albiventris (4,01) e em (P.

frenatus) 3.88 (FERREIRA et al., 2020; QUEIROZ; NOGUEIRA, 1992).

Outro dado que reforca a ideia de manutengdo da atividade espermatogé€nica entre as
espécies de marsupiais € o rendimento da espermatogénese. Em M. americana o rendimento
foi 12,68 espermatides arredondadas para cada espermatogonia, valor semelhante ao descrito
para P. frenatus de 10,3 espermadtides arredondadas para cada espermatogo6nia. Além disso, a
reserva espermdtica por testiculo em M. americana foi 2,72x10'° muito maior que a encontrada
em P. frenatus com 7,14x10% (FERREIRA et al., 2020). O reflexo da reserva espermatica de
M. americana ser muito superior ao de P. frenatus se deve ao melhor aproveitamento da
espermatogénese em M. americana onde mais espermétides arredondas foram produzidas

durante a espermatogénese, mesmo tendo comprimento tubular menor do que P. frenatus.

Pardmetros que avaliam as células de Sertoli sdo valiosos para a descricdo da
espermatogénese das espécies pois ela é a responsdvel pela sustentacdo desse processo
(FRANCA etal., 2016). Cada célula de Sertoli do M. americana é capaz de suportar 6,42 células
germinativas, valor semelhante ao encontrado em D. albiventris (5,99 células) e ao de P.
frenatus (5,79). O indice de Sertoli de M. americana foi 3,92, em D. albiventris 3,51 e em P.

frenatus 3,91, observando-se a semelhanca dos valores dos parametros de células de Sertoli

entre os marsupiais (FERREIRA et al., 2020; QUEIROZ; NOGUEIRA, 1992).
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Os estadios I a III representam a fase pré-meidtica na qual apenas uma geracdo de
espermatides estd presente, sendo o estadio III o mais frequente dentre todos eles, notando-se
grande mudanca na morfologia das espermadtides. O estddio IV representa a meiose, sendo o
menos frequente, enquanto os estddios de V a VIII sdo os pds-meidticos, com a presenga de
duas geracOes de espermadtides, sendo o estddio V o mais frequente dessa fase. Vdrios autores
sugerem que espécies filogeneticamente proximas tém frequéncias de estddios semelhantes e,
consequentemente, a duracdo das fases pré e pos-meidticas (FIGUEIREDO et al., 2017;
FRANCA; AVELAR; ALMEIDA, 2005). Em M. lagotis o estddio com maior frequéncia

também foi o III (JOHNSTON et al., 2010).

No compartimento intertubular estdo as células de Leydig, responsdveis pela fungdo
enddcrina do testiculo. Estas células produzem e secretam a testosterona estimuladas pelo
hormonio luteinizante (LH). O intertibulo também apresenta espaco linfético, vasos sanguineos
e células do tecido conjuntivo (GE; CHEN; HARDY, 2008). O compartimento intertubular de
M. americana ocupa 16,84% do parénquima testicular, valor semelhante ao de D. albiventris
(15,5%) e inferior ao de M. lagotis (37,5%) e P. frenatus (35,05%). O componente mais
abundante desse compartimento sdo as células de Leydig que, em M. americana ocupam
13,13% do parénquima testicular, em D. albiventris 12,5%, em M. lagotis 28,9%, e em P.
frenatus 24,40%, seguindo a tendéncia da propor¢do de intertibulo em cada espécie

(FERREIRA et al., 2020; JOHNSTON et al., 2010; QUEIROZ; NOGUEIRA, 1992).

O segundo componente mais abundante em M. americana foi o tecido conjuntivo seguido
pelos vasos sanguineos, sendo o mesmo padrdao de composicdo encontrado em M. lagotis.
Segundo FAWCETT (1973), M. americana segue o padrao de organizagdo trés, no qual o

intertibulo é composto majoritariamente por células de Leydig.

A avaliacdo quantitativa das células de Leydig permite o entendimento da dinamica

reprodutiva e da libido das espécies visto que a testosterona produzida por elas é um regulador
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do comportamento reprodutivo dos animais (KENAGY; TROMBULAK, 1986). A célula de
Leydig de M. americana tem 1003,11 um?® de volume divididos em 748,45 um? de citoplasma
e 254,66 pm3 de volume nuclear, valores estes muito inferiores aos encontrados para a célula
de Leydig em P. frenatus com 2.627 um® de volume total sendo 2.308,9 um?® de citoplasma e
318,22 um? de volume nuclear. O nimero de células de Leydig por testiculo em M. americana
(22,75x10°%) também foi inferior em relacdo a P. frenatus (91,28x10°). Comparando essas duas
espécies de marsupiais pressupdem que a producdo de testosterona em P. frenatus seja maior
do que em M. americana (FERREIRA et al., 2020). P. frenatus foi descrita como uma espécie
poliginica com hébito territorialista devido ao grande investimento no compartimento
intertubular em detrimento do processo espermatogénico em si, o contrdrio do que foi

observado em M. americana.
5 Conclusoes

Monodelphis americana possui maior engajamento no compartimento tubular e no processo
espermatogénico em relacdo ao compartimento intertubular e as células de Leydig. Essas
caracteristicas estao relacionadas ao tipo de comportamento reprodutivo promiscuo, pois nessas
espécies é importante para o macho garantir maior producdo de gametas a fim de garantir o

repasse dos genes.
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Figura 1. Estddios de Monodelphis americana. A: Espermatogonia A. B: Espermatogdnia B.
PL: Espermatdcito em primério em preleptéteno. L: Espermatdcito em primdrio em leptéteno.
P: Espermatdcito em primério em paquiteno. Z: Espermatdcito em primdrio em zigéteno. D:
Espermatdcito em primério em dipléteno. M: Meiose. RB: Corpos residuais. R/E: Espermatide
em alongamento. C: Espermdtide condensada. E: Espermdtide alongada. R: Espermétide

arredondada. EZ: Espermatozoide. Barra: S0um.
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Figura 2. Frequéncia dos estddios de Monodelphis americana. Pre M: Fase pré meidtica. M:

Meiose. Post M: Fase p6s meidtica.
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Parametros Média + DP
Peso corporal (g) 36,7+9,8
Peso testicular (g) 0,16 = 0,03
IGS (%) 0,47 £0,11
Tunica albuginea(g) 0,01 £ 0,003
Parénquima testicular(g) 0,15+0,03
IPS (%) 0,43 +0,10
Tubulo seminifero (%) 83,16 £ 3,48
Epitélio seminifero (%) 63,48 + 3,28
Tunica propria (%) 5,01 £0,51
Lume (%) 14,67 £ 1,75
ITS (%) 0,36 + 0,08
IES (%) 0,27 £ 0,06
Tubulo seminifero (ml) 0,13 +£0,02
Epitélio seminifero (ml) 0,10 £0,02
Tunica propria (ml) 0,01 £0,002
Lume (ml) 0,02 + 0,004

Diametro tubular (um)

216,58 £ 15,05
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Altura de epitélio (um) 66,26 + 4,67
Comprimento do tubulo seminifero (m) 3,43 + 0,69
Comprimento do tibulo seminifero/g de testiculo 20,96 £2,58

(m/g)

Area de tdbulo seminifero (umz) 36979,60 + 5116,06
Area de epitélio seminifero (pmz) 31350,88 +4126,76
Area de lume (pmz) 5628,72 + 1426,29

Relacao tibulo/epitélio 1,18 £0,04

Tabela 1.

Biometria, morfometria e estereologia dos componentes testiculares de Monodelphis
americana.

IGS: Indice gonadossomitico; IPS: Indice parenquimossomatico; ITS: Indice
tubulossomatico; IES: Indice epiteliossomaético.



Tabela 2.
Numero corrigido das células do epitélio seminifero no estddio 1 e indices da
espermatogénese de Monodelphis americana.

Parametro Média + DP

Tipo celular

Espermatogénia tipo A 19,24 + 3,44
Espermatécito em preleptéteno 35,42 £ 5,15
Espermatdcito em paquiteno 98,77 £42,55
Espermatide arredondada 239,25 + 23,49
Célula de Sertoli 61,29 + 6,05
Indice mitdtico 1,87 £0,29
Indice meiético 2,64 +0,63
Rendimento da espermatogénese 12,68 + 1,85

Tabela 3.

Indice de células de Sertoli e reserva espermédtica de Monodelphis americana.
Parametros Média + DP
Numero de célula de Sertoli/testiculo (10°) 6,69 £ 1,34
Numero de célula de Sertoli/ g de testiculo 42,7 +5,28
(10°)

Indice de Sertoli 3,92 +0,34
Capacidade suporte de Sertoli 6,42 + 0,91
Reserva espermética/testiculo (10'%) 2,72 +0,53

Reserva espermética/g de testiculo (10%) 1,66 £0,19




Tabela 4.
Biometria, morfometria e estereologia do compartimento intertubular de Monodelphis
americana.

Parametros Média + DP

Intertibulo (%) 16,84 + 3,48
Célula de Leydig (%) 13,13 + 3,34
Citoplasma da célula de Leydig (%) 9,63 +2,82
Nucleo da célula de Leydig (%) 3,50 +£ 1,08
Espaco linfético (%) 0,60 + 0,24
Vasos sanguineos (%) 0,46 +0,19
Tecido conjuntivo (%) 1,66 +0,33
Macrofago (%) 0,99 + 0,31

IIS (%) 0,072 £ 0,027

ILS (%) 0,061 £ 0,025

Intertibulo (ml) 0,0257 +0,0092
Célula de Leydig (ml) 0,0217 + 0,0081
Citoplasma da célula de Leydig (ml) 0,016 + 0,0063
Nicleo da célula de Leydig (ml) 0,0057 + 0,002
Espaco linfético (ml) 0,0009 + 0,0002
Vasos sanguineos (ml) 0,0006 + 0,0002
Tecido conjuntivo (ml) 0,0025 £ 0,0008
Macréfago (ml) 0,001 = 0,0007

1IS: Indice intertubulossomatico; ILS: Indice Leydigossomatico
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Tabela 5.
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Estereologia das células de Leydig de Monodelphis americana.

Parametro

Média + DP

Diametro do nicleo de Leydig (um)
Volume da célula de Leydig (um?)

Volume do citoplasma da célula de Leydig
(um?)

Volume do niicleo da célula de Leydig (um?)
Volume da célula de Leydig/testiculo (um? 10%)
Volume da célula de Leydig/g de testiculo (um?®
10%)

Niimero de células de Leydig/testiculo (10°)
Niimero de células de Leydig/g de testiculo (10°)

7,84 £ 0,49
1003,11 £314,84
748,45 £291,43

254,66 + 43,89
217,71 £ 81,75
1296,72 + 30,93

22,75 £ 8,36
137,77 £ 42,1
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ARTIGO 3
Caracterizacao do ciclo do epitélio seminifero de Oecomys bicolor (Tomes, 1860) e

Monodelphis americana (Miiller, 1776) pelo método do desenvolvimento acrossomico

Resumo

A espermatogénese € o processo de formacdo dos gametas masculinos, ocorre no testiculo,
precisamente no epitélio seminifero. As células que ddo origem aos espermatozoides t€m um
arranjo especifico no epitélio e vao se reorganizando de acordo com a maturagdo das células.
Cada arranjo de células no epitélio recebe o nome de estadio, os estddios do epitélio seminifero
de cada espécie podem ser descritos pelo método morfoldgico e/ou pelo método acrossdmico.
Oecomys bicolor € um roedor da fauna do cerrado brasileiro e Monodelphis americana um
marsupial da mata atlantica. A descricdo dos estadios do ciclo seminifero € também uma
ferramenta de qualificar a espermatogénese das espécies. Oecomys bicolor foi descrito com 12
estadios e Monodelphis americana com 10 estddios de acordo com o método acrossdmico,
ambos seguiram os padrdes de estadios de espécies filogeneticamente proximas. O método
acrossOmico é uma ferramenta util para comparar o ciclo do epitélio seminifero de animais

proximos filogeneticamente.

Palavras chave: Espermatide, Roedor, Marsupial, Epitélio seminifero.
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1. Introducdo

A espermatogénese acontece nos testiculos de machos sexualmente maduros dentro dos
tibulos seminiferos, onde as células espermatogénicas seguem uma sequéncia bem definida de

associacdes celulares no epitélio seminifero (Franca e Russell, 1998).

Essa sequéncia de associagdes celulares ocorre de modo preciso e ordenado, assim como
o tempo que cada arranjo celular é observado no epitélio seminifero. Cada arranjo celular ou
associacdo pode consistir em uma ou duas geracdes de espermatogdnias e espermétides além

dos espermatdcitos (Leblond & Clermont, 1952).

O ciclo do epitélio seminifero € dividido de acordo com as associagdes e desassociagcdes
das células espermatogénicas no epitélio seminifero, onde cada arranjo celular recebe o nome

de estadio (Leblond & Clermont, 1952).

Existem duas metodologias para identificar os estddios do ciclo seminifero. Uma
denominada Morfologia Tubular que considera principalmente a mudanga na morfologia do
nucleo das espermatides, assim como a distribui¢io do restante das células espermatogénicas
no resto do epitélio. A outra, denominada Método Acrossdmico que observa a formagdo e o
desenvolvimento do acrossoma para diferenciar os estadios. O método da morfologia tubular
facilita a comparagdo entre as espécies pois o ciclo do epitélio seminifero é dividido em oito
estddios independentemente da espécie, enquanto pelo método acrossdmico a comparacdo €
mais complexa, pois a quantidade de estadios € espécie especifica (Berndtson, 1997; Morais et

al., 2012).

A espécie Monodelphis americana ¢ um marsupial de pequeno porte popularmente
conhecida como cuica-de-trés-listras. E uma espécie essencialmente terrestre e mais ativa
durante o dia. Sdo encontrados na Mata Atlantica e no Cerrado (Moraes et al., 2016). A espécie

Oecomys bicolor é um roedor de pequeno porte. No Brasil, a espécie € encontrada nos biomas
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da Amazonia e Cerrado e possui habitos noturnos. Ambas as espécies sao consideradas, no
momento, como pouco preocupantes em relagdo ao seu nivel de conservacao (Bonvicino et

al.,2008; Pardiiias et al., 2016).

A estratégia de dividir o ciclo do epitélio seminifero em estddios é uma importante
ferramenta para avaliar pardmetros quantitativos da espermatogénese, além de também permitir
a comparacdo entre espécies diferentes (Morais et al., 2012). Desse modo, o objetivo deste
estudo foi descrever os estddios do ciclo do epitélio seminifero de Oecomys bicolor e
Monodelphis americana pelo método acrossomico, buscando apontar as diferencas e
semelhancas entre as duas espécies de mamiferos de pequeno porte.

2. Material e métodos

Os animais da espécie Oecomys bicolor (n=6) foram capturados em drea de Cerrado no
municipio de Jatai, Goids (17° 52 53” S, 51° 42’ 52” W) por armadilhas do tipo Shermann, no
periodo de maio a junho de 2012. As capturas foram autorizadas pelo IBAMA (licenca n.
11621-1) e o protocolo experimental autorizado pelo Comité de Etica da Universidade Federal

de Goids — CEP/UFG (protocolo n. 233/10).

Os animais da espécie Monodelphis americana (n=10) foram capturados utilizando
armadilhas do tipo Pitfall assim como Shermann e Tomahawk com iscas compostas por fuba,
sardinha e banana numa reserva de Mata Atlantica no municipio de Vigosa, Minas Gerias. As
coletas foram autorizadas pelo IBAMA (licenca n°13045-1) e a eutandsia aprovada pelo CEUA
da UFV (protocolo n. 552/2016). Os animais de ambas as espécies foram pesados e anestesiados

utilizando-se tiopental 30mg/kg intraperitoneal.

O testiculo destinado a analises morfoldgicas foi retirado e fixado em solucdo de
Karnovsky (Karnovsky, 1965). Ap6s a fixacao, um fragmento foi desidratado em concentracoes

crescentes de etanol e incluidos em 2-hidroxietil metacrilato (Historesin®, Leica). Apods
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incluido, foram feitas seccoes de 3um de espessura em micréotomo rotatério, os cortes obtidos
foram corados com azul de toluidina borato de sédio 1% e PAS. As imagens do parénquima

testicular foram obtidas no microscépio Olympus AX-70.

Os estddios do ciclo do epitélio seminifero foram caracterizados com base no
desenvolvimento do acrossoma e também pela morfologia dos nicleos das espermatides
(Russell et al., 1990). A frequéncia relativa dos estddios foi determinada pela contagem de 200
seccoes transversais do tibulo seminifero por animal, num aumento de x400 vezes como
descrito por Figueiredo (2017).

3. Resultados

Baseado no desenvolvimento do sistema acrossomico 12 estddios foram descritos para
Oecomys bicolor (Figura 1) e 10 estddios para Monodelphis americana (Figura 2). Em ambas
as espécies foi encontrado apenas um estadio por sec¢do transversal de tubulo seminifero.
Oecomys bicolor
Estddio 1: Possui duas geracdes de espermdtides: as alongadas e as arredondadas. Nas
espermdtides arredondadas ainda ndo é possivel visualizar os granulos pré-acrossémicos.

Presenca de espermatdcitos primdrio em paquiteno.

Estadio 2: Nesse estddio os granulos pré-acrossdmicos ja sdo visiveis ao lado do nucleo das
espermdtides arredondadas. Presenca de espermatdcitos em paquiteno e de mitose de

espermatogonias.

Estadio 3: A vesicula acrossdmica estd bem visivel em torno do nidcleo das espermatides

arredondadas e o angulo varia de 34° a 48°. Presenca de espermatdcitos em paquiteno.

Estddio 4: Nesse estadio hd o transito das espermatides alongadas pelo epitélio seminifero. As
vesiculas acrossOmicas estdo maiores do que no estddio anterior o angulo formado por elas

varia de 48° até 62°. Presenc¢a de espermatogonias B.
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Estddio 5: As espermdtides alongadas ja retornaram ao 4pice do epitélio. Nota se o maior angulo
da vesicula acrossdmica em torno do nicleo das espermatides arredondadas, de 62° até 78°.

Corpos residuais ja estdo presentes no epitélio. Espermatogonias B ainda sdo visualizadas.

Estadio 6: Ocorre a espermiagdo, presenca de espermatozoides livres no lume do tibulo e
corpos residuais. A vesicula acrossomica continua se achatando em torno do nucleo das
espermdtides arredondadas, formando angulo de 78° até 110°. Presenga de espermatdcitos

primarios em preleptéteno.

Estadio 7: Uma geragdo de espermatides de nicleo arredondado dispostas em vérias camadas

no epitélio. Presenca de preleptéteno na base do epitélio.

Estadio 8: Inicio do processo de alongamento do ntcleo das espermatides arredondadas.
Espermatdcitos em leptétenos s@o encontrados no epitélio.
Estadio 9: Os nucleos das espermatides seguem se alongando. Transi¢do dos espermatdcitos

em leptoteno para zigdtenos na base epitélio.

Estadio 10: Alongamento e condensacao do nucleo das espermatides continuam e nota se que

essas comegam a se organizar em feixes. Presenca de espermatdcitos em zigéteno e paquiteno.

Estadio 11: Espermatides finalizando o alongamento do nicleo e organizadas em feixes no

apice do epitélio. Presencga de zigétenos e diplétenos.

Estadio 12: As figuras da meiose sdo a caracteristica principal desse estddio. No epitélio estdo
presentes zigétenos, diplotenos e espermatdcitos secunddrios.

Espermatogonias do tipo A presentes em todos os estadios.

O estddio mais frequente foi o VII (20%). As frequéncias dos estaddios pré-meiose (VII-XI),
meiose (XII) e pés-meiose (I-VI) foram, respectivamente, 46%, 4% e 47% (Figura 3).

Monodelphis americana



71

Estddio 1: Presenca de duas geracOes de espermdtides: alongadas e arredondadas. Nas
espermdtides arredondadas ainda ndo € possivel visualizar os granulos pré-acrossdmicos. Ha
espermatdcitos em paquiteno.

Estddio 2: Nesse estddio os granulos pré-acrossomicos ja sdo visiveis nas espermdtides
arredondadas. Presenca de paquitenos.

Estadio 3: Inicio da formagao da vesicula pré-acrossdmica numa extremidade do nicleo das
espermatides onde também ha uma deformac@o no nicleo. A vesicula acrossomica nesse
estddio ocupa de 40° a 61° da circunferéncia superficial do nucleo. Presenca de espermatdcitos
em preleptoteno, leptéteno e em paquiteno.

Estadio 4: Estadio com a maior vesicula pré-acrossdmica variando entre 95° até 115°. Nota-se
que as espermatides alongadas ja retornaram ao apice do epitélio. Presenca de espermatdcitos
primérios em preleptéteno e paquiteno.

Estadio 5: As espermétides alongadas sdo liberadas no lume tubular, com presenga de corpos
residuais no 4pice do epitélio. As espermétides arredondadas do estddio anterior j4 comegam a
se alongar. Presenca de espermatdcitos primdrios em preleptéteno, leptdteno e paquiteno na
base do epitélio.

Estddio 6: Unica geracdo de espermdtides com o nicleo alongado, o acrossoma apresenta se
voltado para a base do epitélio. Espermatdcitos em preleptéteno e leptoteno.

Estadio 7: Espermétides com o niicleo completamente condensado, notando-se a formagao das
manchetes ao lado do nicleo. Espermatdcitos em paquiteno com o nicleo grande.

Estadio 8: O nicleo das espermatides condensado de achata e fica paralelo a lamina basal,
organizados em uma camada, disposto somente em uma camada. Ainda € possivel visualizar as
manchetes. Presenga de espermatdcitos em zigéteno e dipléteno.

Estadio 9: Espermatides adquirem morfologia em V, onde a aresta menor € o acrossoma e a

maior € o nucleo da espermatide. Presenga de espermatdcitos em dipldteno e zigéteno.
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Estddio 10: Caracteristica marcante do estddio sdo as figuras da meiose além da presenca de
espermatdcitos secundarios.

Presenca de espermatogdnias A em todos os estadios.

O estadio mais frequente foi o VII (16%). As frequéncias dos estadios pré-meiose (VI-1X),

meiose (X) e pés-meiose (I-V) foram respectivamente 46%, 5% e 51% (Figura 4).

4. Discussao

Este € o primeiro estudo que procurou descrever os estddios do ciclo seminifero de
Oecomys bicolor e Monodelphis americana pelo desenvolvimento do sistema acrossdomico.
Este tipo de informacgdo se faz necessdrio principalmente porque apenas cerca de 2% das
espécies de mamiferos viventes tiveram sua estrutura e func¢ao testicular estudadas e descritas
(Lara et al., 2016).

Oecomys bicolor possui a distribuicdo do ciclo seminifero com 12 estadios
caracterizados iguais aos de outras espécies de roedores como Trinomys moojeni € Proechimys
guyannensis (Lara et al, 2016; Cordeiro Jr et al., 2010). A espécie Monodelphis americana
apresentou 10 estddios caracterizados pelo desenvolvimento do acrossoma assim como outras
espécies de marsupiais como Phinlander frenatus e Didelphis albiventris (Figueiredo et al.,
2017; Queiroz e Nogueira, 1992). O fato de espécies filogeneticamente préximas terem a
mesma quantidade de estddios descritos nos permite inferir que as caracteristicas
espermatogénicas dessas espécies sejam conservadas entre si.

A literatura descreve trés tipos de distribui¢do de frequéncia pré-meidtica e pés-meidtica
da espermatogénese para as espécies: (1) espécies em que a fase pré-meidtica corresponde a um
quarto do ciclo do epitélio seminifero assim como o rato e camundongo; (2) espécies em que a
fase pré-meidtica ocupa dois tercos do ciclo espermatogénico como espécies da subordem

Ruminantia; (3) e espécies que a fase pré-meidtica e pés-meidtica tém frequéncias equilibradas
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(Figueiredo et al., 2017). O. bicolor e M. americana se enquadram no terceiro tipo, pois t€ém
suas frequéncias pré-meidtica e pds-meidtica equivalentes dentro do ciclo espermatogénico das
espécies, assim como P. frenatus e P. guyannensis (Figueiredo et al., 2017; Cordeiro Jr et al.,
2010).

Observando o desenvolvimento do acrossoma e o dngulo formado pelo seu crescimento
em torno do nucleo das espermatides observa-se que sao semelhantes entre as duas espécies,
comegando em torno de 40° indo até 115°. Essa descri¢do € semelhante também ao descrito
para rato e camundongo cujo menor angulo foi 40° e o maior 120° (Russell et al., 1990).

5. Conclusoes

Este trabalho apresenta caracteristicas do ciclo do epitélio seminifero do roedor Oecomys
bicolor e o marsupial Monodelphis americana, mostrando nitidamente que essas caracteristicas
sdo conservadas entre das espécies filogeneticamente proximas, sendo o método acrossomico
pouco apropriado para comparacdes interespecificas, apesar de oferecer mais detalhes sobre a

formagdo dos gametas.
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Figura 1. Estadios de Monodelphis americana. A: Espermatogonia A. B: Espermatogonias B. PL: Preleptoteno. L: Leptoteno. P: Paquiteno. Z:

Zigéteno. D: Diploteno. R: Espermatide arredondada. E: Espermadtide alongada. R/E: Espermdtide em alongamento. C: Espermatide condensada.

RB: Corpo residual. M: Meiose. Barra: 10pum.
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» T
Stage XI

Figura 2. Estadios de Oecomys bicolor. A: Espermatogdnia A. B: Espermatogonia B. Pl: Preleptéteno. L: Leptéteno P: Paquiteno. Z: Zigéteno. D:

Dipléteno. R: Espermétide arredonda. E: Espermadtide alongada. M: Mitose. M2: Meiose. S2: Espermatdcito secunddrio. Barra: 10um.
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Figura 3. Frequéncia dos estddios de Oecomys bicolor. M: Meiose.
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Figura 4. Frequéncia dos estddios de Monodelphis americana. M: Meiose.
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