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RESUMO

CASTRO, Mariana Moraes de, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, fevereiro de
2012. Duracao do ciclo do epitélio seminifero e producéo espermatica de Leopardus
pardalis, Linnaeus, 1758. Orientador: Tarcizio Antonio Rego de Paula. Coorientadores:
Sérgio Luis Pinto da Matta e Mariana Machado Neves.

O estudo da morfologia testicular e do processo espermatogénico em animais silvestres
sdo fundamentais para o conhecimento dos padrdes fisioldgicos, auxiliando assim no
estabelecimento de protocolos em reproducéo assistida. Os objetivos deste estudo foram
descrever a duracdo do ciclo do epitélio seminifero pela identificacdo das células
germinativas mais avangadas marcadas pela 5-bromodeoxiuridina (BrdU); caracterizar
os diversos estadios que constituem o ciclo do epitélio seminifero com base na
associacdo das técnicas de morfologia tubular e desenvolvimento do sistema
acrossdmico; calcular a producdo espermética diaria por grama de testiculo de
jaguatirica (Leopardus pardalis). Para isso, foram utilizados cinco animais machos
adultos provenientes do Centro de Triagem de Animais Silvestres da Universidade
Federal de Vicosa e da Fundagdo Zoobotanica de Belo Horizonte, ambas em Minas
Gerais, Brasil. Os animais foram submetidos a bidpsias testiculares a fim de se obter
material bioldgico para avaliacdo histoldgica e imunohistoquimica. Foram descritos e
determinada a frequéncia relativa de oito estadios do ciclo do epitélio seminifero em
jaguatirica com base no método da morfologia tubular associado ao método do sistema
acrossdmico. Foi observado um estadio do ciclo por seccédo transversal de tabulo sendo
a fase pré meidtica do processo espermatogénico maior que as outras (56,5%). Através
do uso de um marcador de proliferacdo celular injetado intratesticularmente (BrdU) foi
observado apds 16 dias de aplicacdo, células marcadas em transicdo de paquiteno para
dipléteno no inicio do estadio I11. A partir dai, pode-se concluir que um ciclo do epitélio
seminifero de jaguatirica dura 11,30 dias, assim 0 processo espermatogénico da
jaguatirica dura no total 50,85 dias. A jaguatirica apresentou diametro médio de tabulos
seminiferos de 211,37um e 17,81 metros por grama de testiculo em média. No epitélio
seminifero, em cada seccdo transversal do tabulo seminifero no estadio I do ciclo, foi
observado em média 1,06 espermatogbnias do tipo A; 17,78 espermatdcitos primarios
em pré-leptoteno/leptoteno; 19,22 espermatdcitos primarios em paquiteno; 59,5
espermatides arredondadas e 6,86 células de Sertoli. O rendimento geral da
espermatogénese nesta espécie foi de aproximadamente 57 células, e cada célula de
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Sertoli foi capaz de sustentar e manter 14,38 células da linhagem germinativa das quais,
8,76 espermaétides arredondadas. A producdo espermatica didria encontrada demonstra
que a jaguatirica € um animal com alto nivel de produgdo, uma vez que sua producao é

cerca de 32 milhdes de espermatozdides por grama de testiculo.



ABSTRACT

CASTRO, Mariana Moraes de, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, February, 2012.
Duration of the seminiferous epithelium cycle and sperm production of Leopardus
pardalis, Linnaeus, 1758. Adviser: Tarcizio Anténio Rego de Paula. Co-advisers:
Sérgio Luis Pinto da Matta and Mariana Machado Neves.

The study of testicular morphology and spermatogenic process in wild animals are
fundamental to the knowledge of physiological patterns, thus assisting in establishing
protocols for assisted reproduction. The objectives of this paper were to describe the
cycle of the seminiferous epithelium by identifying the most advanced germ cells
marked by 5-bromodeoxyuridine (BrdU); to characterize the various stages that
constitute the cycle of the seminiferous epithelium based on the combination of the
techniques of tubular morphology and development of the acrosomal system, calculate
the daily sperm production per gram of testis of ocelot (Leopardus pardalis). For this,
we used five adult males from Centro de Triagem de Animais Silvestres at Universidade
Federal de Vicosa and from Fundacdo Zooboténica de Belo Horizonte, both in Minas
Gerais, Brazil. The animals underwent testicular biopsies in order to obtain biological
material for histology and immunohistochemistry. We described and determined the
relative frequency of eight stages of the seminiferous epithelium cycle on the ocelot
based in the tubular morphology method associated with the acrosomal system method.
We observed one stage of the cycle by tubule cross-section, being that the pre-meiotic
spermatogenic process is longer than the others (56.5%). Through the use of a cell
proliferation marker intratesticularly injected (BrdU) we observed after 16 days of
application, labeled cells in transition from pachytene to diplotene at the beginning of
stage Ill. From there, we can conclude that a cycle of the seminiferous epithelium of
ocelot takes 11.30 days, so the ocelot spermatogenesis process lasts 50.85 days. The
ocelot had an average diameter of seminiferous tubules of 211.37 um and 17.81 meters
per gram of testis on average. In the seminiferous epithelium, in each cross-section of
seminiferous tubule in stage | of the cycle, we observed on average 1.06 type A
spermatogonia, 17.78 primary spermatocytes in pre-leptotene/leptotene, 19.22 primary
spermatocytes in pachytene, 59.5 round spermatids and 6.86 Sertoli cells. The overall
yield of spermatogenesis in this species was approximately 57 cells, and each Sertoli

cell was able to sustain and maintain 14,38 germline cells of which 8.76 were round
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spermatids. The daily sperm production found shows that the ocelot is an animal with a
high level of production, since production is about than 32 million sperm per gram of
testis.

Xi



1. Introducéo Geral

O estudo da biologia da conservacdo vem sendo desafiado pela perda continua e
acelerada da biodiversidade global, o que resulta em perdas catastroficas de
variabilidade genética, causada pela reducdo subsequente de populacdes de animais
podendo leva-las a extincao (Wildt et al., 1992).

O aparecimento de barreiras na paisagem pode alterar de modo significativo a
dindmica populacional das espécies. Os predadores da ordem Carnivora, por estarem no
topo da piramide alimentar, possuem grande importancia ecoldgica, uma vez que podem
regular a populacdo de presas naturais, influenciando diretamente toda a dindmica do
ecossistema em que vivem (Pitman et al., 2002).

Hé& duas possibilidades de se trabalhar com a conservacao de espécies ameacadas
de extingdo, como é o caso dos carnivoros silvestres, atraves de projetos in situ e ex situ.
O primeiro envolve estratégias de conservacdo da populacdo em seu ambiente natural,
enguanto a preservacao ex situ trata da conservacdo das espécies fora do ambiente
natural, como a criagdo e manutencdo em cativeiro, servindo como uma reserva de
material bioldgico contra a extin¢do dessas espécies na natureza (Bensusan, 2008).

Devido ao seu tamanho corporal, a jaguatirica (Leopardus pardalis) € considerada
um carnivoro de porte médio, porém muitas vezes esta incluida no grupo dos grandes e
por vezes dos pequenos felinos silvestres. Segundo Moreira et al. (1994), os pequenos
felinos sul-americanos possuem baixo indice reprodutivo em cativeiro. Dentre as
espécies de felinos, a jaguatirica foi a mais visada por cacadores nas décadas de 60 e 70
por conta de sua pelagem pintada. Atualmente a principal causa de declinio da sua
populacdo € a destruicdo do habitat, sendo essa a responsavel por aumentar de forma
significativa o risco de extingdo de subespécies, visto o isolamento e perda genética
(Oliveira, 1994; Nowell & Jackson, 1996).

De acordo com Wildt et al. (1995), pesquisas morfofuncionais sobre o testiculo
aliadas aos estudos em endocrinologia, embriologia e criopreservacdo de gametas,
geram valiosas informagcdes com aplicabilidade a reproducdo assistida. Assim,
informagdes sobre o processo espermatogénico da jaguatirica, além do conhecimento
bioldgico sobre a morfofisiologia reprodutiva, fornecem importantes subsidios ao
desenvolvimento de metodologias aplicaveis a conservacdo dessas espécies (Amann &
Lambiase, 1969; Moreira, 2001; Guido Leite & Paula, 2003; Barros et al., 2004; Sarti,



2006; Azevedo et al., 2006; Guido Leite et al., 2006; Bittencourt et al., 2007; Balarini,
2008; Peixoto, 2010; Vasconcelos, 2011).

2. Revisdo de Literatura

2.1- Jaguatirica - Leopardus pardalis, Linnaeus, 1758

A jaguatirica, também conhecida como ocelote e gato maracaja, é um dos felideos
neotropicais mais bem estudados. Alguns parametros ecoldgicos populacionais como
dieta, area de vida, abundancia e uso de habitat, vem sendo documentados desde a
década de 1980, observados a partir de animais residentes em &reas protegidas ou pouco
alteradas pelo homem (IUCN, 2006).

Dentre os pequenos felideos neotropicais, a jaguatirica apresenta 0 maior porte
(Fig. 1), pesando em media 11kg, sendo os machos mais pesados que as fémeas. Seu
comprimento pode chegar a 1 metro, com uma cauda proporcionalmente curta (em
média 35 cm). Sua coloracdo pode variar do cinza-amarelado ao castanho com muitas
tonalidades intermediarias, sendo que na regido ventral a coloracdo é esbranquicada. As
manchas negras ao longo do dorso tendem a formar rosetas abertas que se unem
formando bandas longitudinais nas laterais do corpo, sendo esse um padrdo também

encontrado em outras espécies do género Leopardus (Oliveira & Cassaro, 2005).

Figura 1: Jaguatirica (Leopardus pardalis) macho, adulto, mantido em cativeiro
no Centro de Triagem de Animais Silvestres da Universidade Federal de Vigosa.



S&o animais de habito solitario, predominantemente noturno, territorialista, em
que os machos adultos toleram a sobreposigéo territorial com mais de uma fémea,
sugerindo assim, um modelo de acasalamento poliginico (Wieloch et al., 1997).

Sua dieta é constituida principalmente por pequenos vertebrados (<1kg), como:
roedores, marsupiais, aves, lagartos e serpentes, mas ha registros do consumo de outras
presas maiores, geralmente animais jovens, como a cutia (Dasyprocta sp), preguica
(Bradypus sp), paca (Cuniculus sp), tatu (Dasypus sp), veado (Mazama sp), quati
(Nasua sp) (Moreno et al., 2006).

Com uma ampla distribuicdo geografica (Fig. 2), a jaguatirica ocorre desde o
oeste do México até o norte da Argentina. No Brasil, ocorre em todas as regides com
excecdo do sul do estado do Rio Grande do Sul (Oliveira & Cassaro, 2005).

Figura 2: Paises com relato de area de ocorréncia de Leopardus pardalis, em
vermelho (IUCN, 2006).

A maturidade sexual nas fémeas ocorre dos 18 aos 22 meses de idade enquanto
gue nos machos, ocorre aos 30 meses (Sarti, 2006). Por meio de estudos nos padrdes
séricos de hormdnios esterdides e da atividade ovariana em fémeas de pequenos felinos

em cativeiro, foi observado que essa espécie ndo apresenta padrdo caracteristico de
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sazonalidade reprodutiva, portanto, experimentagdes reprodutivas podem  ser
conduzidas durante todo o ano (Moreira, 2001).

As jaguatiricas podem viver até os 20 anos em cativeiro, mas dificilmente
ultrapassam os dez anos na natureza. O periodo de gestacdo das fémeas varia entre 70 e
85 dias, podendo ter de 1 a 2 filhotes que recebem cuidados maternais até a fase adulta
(Emmons, 1987).

S&o animais com uma grande capacidade de adaptacdo a habitats diferentes
(ex: proximo a centros urbanos), o que aumenta ainda mais o seu risco de sobrevivéncia,
uma vez estar mais sujeita aos atropelamentos, queimadas e desmatamentos. Essa
espécie estd entre as espécies de felinos brasileiros incluidos no apéndice | da
Convencdo sobre o Comércio Internacional de Espécies da Flora e Fauna Selvagens em
Perigo de Extin¢do (CITES, 2010), e na lista oficial de espécies ameacadas de extincao
do Instituto Brasileiro de Recursos Naturais Renovaveis e do Meio Ambiente (Ibama,
2006).

2.2- Testiculos

O testiculo dos mamiferos é um 6rgdo de formato oval a arredondado, geralmente
localizado fora da cavidade abdominal, em uma prega cutanea denominada escroto,
sendo que nos felinos o escroto € perineal, séssil e comumente revestido por pélos
(Dyce, 2004) (Fig. 3).

Figura 3: Testiculo esquerdo envolvido pelo escroto de
Leopardus pardalis.



A localizacdo escrotal é importante na maioria das especies de mamiferos devido
a necessidade de uma temperatura inferior & temperatura abdominal para a manutencéao
das fungdes testiculares (Junqueira & Carneiro, 2004). O testiculo é envolvido pela
albuginea que emite septos conjuntivos em direcdo ao mediastino.

Estes septos formam lobos testiculares, que apresentam inimeros vasos
sanguineos e alojam os tubulos seminiferos (Paula, 1999; Carretta Junior, 2008). No
testiculo sdo observados dois compartimentos principais: o compartimento dos tubulos
seminiferos e o compartimento intertubular ou intersticial. As funcdes enddcrina e
exocrina do testiculo sdo controladas pelos horménios gonadotroficos hipofisarios
(Ashdown & Hancock, 1988).

No interior dos tObulos seminiferos ha o epitélio germinativo ou seminifero
constituido por dois tipos celulares, as células somaticas ou de Sertoli e as células da
linhagem germinativa, sendo que as primeiras envolvem e nutrem as células
germinativas. No compartimento intertubular se localizam as células intersticiais de
Leydig, produtoras de testosterona (Rondon et al., 2000; Junqueira & Carneiro, 2004).

De acordo com alguns autores, ha uma correlacdo entre 0 peso testicular e a
producdo espermatica (Amann, 1970; Olar et al., 1983; Franca & Russell, 1998).
Porém, o tamanho testicular ndo acompanha proporcionalmente o tamanho corporal, ou
seja, 0 investimento somatico em massa gonadal & maior em animais de pequeno porte
em relacdo aqueles de maior porte corporal (Kenagy & Trombulak, 1986). O fato do
tamanho do testiculo ndo necessariamente acompanhar o tamanho corporal € um
contribuinte para a economia energética uma vez que animais de grande porte
produziriam quantidades excessivamente grandes de espermatozoides (Paula, 1999).

Animais que adotam comportamento sexual baseado em sistemas promiscuo ou
poliandrico, no qual diferentes machos copulam com a mesma fémea no mesmo ciclo
estral, apresentam maior indice gonadossomatico (IGS) do que aqueles que se
reproduzem baseado em sistemas monogamico ou poliginico, no qual um Unico macho
é responsavel pela copula com determinada fémea (Short, 1997).

Sarti et al. (2009) observaram que a jaguatirica apresenta 0,12% de IGS, valor
bem superior aos demais felinos silvestres. Segundo estes mesmos autores, este dado é
contraditério com a tendéncia ao comportamento poliginico sugerido por estudos
territoriais (Wieloch et al., 1997), uma vez que no sistema de acasalamento poliginico
ndo h& a competicdo pela progénie no interior das vias genitais feminina, via quantidade

de sémen depositado (Sarti et al., 2009).



2.2.1- Espermatogénese
A espermatogénese ¢ um evento dinamico, sincrénico e bem organizado que

ocorre ciclicamente no interior dos tubulos seminiferos, no qual uma célula tronco
diploide, a espermatogdnia, sofre diferenciacdo em varias etapas até ser liberada como
célula haploide, o espermatozoide, no lume do tabulo seminifero. Nos mamiferos ja
estudados o processo total dura de 40 a 60 dias (Franca & Russell, 1998).

Este processo € organizado em trés fases distintas, baseado em consideracfes
morfolégicas e funcionais. Na fase mitdtica (espermatogonial ou proliferativa), as
espermatog6nias sofrem sucessivas divisbes mitéticas gerando células que serdo
responsaveis pelo estoque de células tronco e uma geracao de células que continuara o
processo de diferenciacdo. A fase meiotica é caracterizada pela populacdo de
espermatdcitos, nos quais o material genético é duplicado e recombinado. A terceira
fase é a de diferenciacdo (espermiogénica), na qual as espermatides sofrem
significativas modificacbes (alteracdes nucleares, formacdo do acrossoma,
desenvolvimento flagelar e redistribuicdo citoplasmatica) transformando-se em
espermatozoides que sdo células muito especializadas e estruturalmente equipadas para
alcancar e fertilizar os odcitos. Cada uma destas fases dura aproximadamente 1/3 de
todo o processo espermatogénico (Russell et al., 1990).

O rendimento da espermatogénese nao alcanca os 100% de eficiéncia por ocorrer
morte celular programada, apoptose, em células defeituosas limitando as células
germinativas a um ndmero que pode ser suportado pelas células de Sertoli disponiveis
(Huckins, 1978; De Rooij & Janssen, 1987; De Rooij & Lok, 1987; Sharpe, 1994; De
Rooij, 1998). De acordo com Roosen-Runge (1973), o grau e 0 modo de degeneracao
das células germinativas é espécie-especifico, mas em geral ocorre durante as divisdes
mitéticas e meioticas. Degeneracfes de espermatides alongadas raramente foram
observadas (Russell & Clermont, 1977).

Ainda sdo escassos 0s estudos que abordem a espermatogénese de animais
silvestres. Mas algumas espécies de carnivoros, como onca parda (Puma concolor;
Guido-Leite & Paula, 2003), on¢a pintada (Panthera onca; Azevedo, 2004), le&do
africano (Panthera leo; Barros, 2005), lobo guara (Chrysocyon brachyurus; Bittencourt
et al., 2007), cachorro do mato (Cerdocyon thous; Caldeira, 2007), gato do mato
pequeno (Leopardus tigrinus; Balarini, 2008), ja foram foco de estudos

espermatogénicos.



2.2.2 - Ciclo do epitélio seminifero
No epitélio seminifero pode-se observar geracdes concomitantes de células que

formam de quatro a cinco camadas concéntricas, da base ao lume tubular. A medida que
a geracdo mais desenvolvida é liberada no lume, a0 mesmo tempo uma nova geracao é
formada em sua base. O periodo de tempo observado entre cada uma destas etapas é
denominado ciclo do epitélio seminifero (CES) (Leblond & Clermont, 1952). Em
mamiferos, o CES é considerado uma constante bioldgica, com variacbes apenas
interespecificas, estando sob o controle do gendtipo da célula germinativa e ndo sendo
influenciada por qualquer fator conhecido (Clermont, 1972; Amann & Schanbacher,
1983).

Para o calculo da duracdo do ciclo do epitélio seminifero sdo utilizados
marcadores celulares, como a timidina triciada (Cardoso & Godinho, 1982; Franca,
1991; Paula, 1999; Guido-Leite et al., 2006; Bittencourt et al.,, 2007) ou a
bromodeoxiuridina (BrdU) (Balarini et al., 2011; Vasconcelos, 2011) que permitem
aplicacdes diretamente no parénquima testicular ou aplicacdes sistémicas (Ellwart &
Dormer, 1985; Peixoto, 2010). No momento da injecdo o marcador incorpora-se ao
DNA em duplicagdo no nlcleo das células em interfase nos diferentes tipos
espermatogoniais e nos espermatdcitos primarios em pré-leptéteno/leptéteno. Como 0s
pré-leptotenos/leptotenos sdo os Gltimos tipos celulares a incorporarem 0s marcadores
celulares em seus nucleos, eles sdo utilizados como ponto de referéncia para a
determinacdo do célculo da duracdo do ciclo do epitélio seminifero, em associagdo com
a frequéncia dos estadios percorridos ap6s diferentes tempos de injecdo do marcador
(Clermont, 1972; Franca & Cardoso, 1998).

Aproximadamente 4,5 ciclos sdo requeridos para que 0 processo espermatogénico
se complete em mamiferos, ou seja, a liberacdo dos espermatozoides no lume do tabulo
seminifero, a partir de uma espermatogénia A; (Amann & Schanbacher, 1983; Lin et
al., 1990; Franca & Russell, 1998).

2.2.3 - Estadios do ciclo do epitélio seminifero
Nos tdbulos seminiferos de animais sexualmente maduros, as células

espermatogénicas nao estdo arranjadas ao acaso, mas sim organizadas numa série bem
definida de associacdes celulares ou estadios. Na grande maioria dos mamiferos
estudados, o arranjo dos estadios do ciclo do epitélio seminifero é segmentar e

usualmente existe somente um estadio por secgdo transversal de tubulo seminifero
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(Leblond & Clermont, 1952; Russell et al., 1990). Dentre os sistemas utilizados para se
estudar os estadios do ciclo do epitélio seminifero, o mais empregado é o método da
morfologia tubular que permite a obtencdo de oito estadios do ciclo. Esse método se
baseia na forma e na localizacdo dos nucleos das espermatides e na presenca de figuras
de divisdes meidticas (Roosen-Runge & Giesel Jr., 1950; Courot et al., 1970;
Berndtson, 1977; Ortavant et al., 1977; Guerra, 1983; Franca, 1991; Paula, 1999; Guido
Leite et al., 2006; Bittencourt et al., 2007; Peixoto, 2010). Outra classificacao,
designada como método do sistema acrossémico, € baseada nas caracteristicas das
espermatides, em particular na forma do nucleo e no desenvolvimento do acrossoma.
Com este método, os estadios sdo arbitrariamente definidos variando para cada espécie
(Aire et al., 1980; Russell et al., 1990; Franca & Russell, 1998; Costa et al., 2008).

Com o conhecimento dos estadios do ciclo aliado aos estudos histomorfométricos
do testiculo é possivel determinar a taxa de producdo espermética em diferentes
espécies com o objetivo de melhorar 0 manejo e a exploracdo dos reprodutores de
destacado potencial genético (Amann, 1970; Amann & Schanbacher, 1983; Franga,
1991). Em espécies ameacadas de extingdo esta pratica torna-se indispensavel para a
adequacao de biotécnicas reprodutivas, como formacdo de bancos de germoplasma,
além de possibilitar a translocacdo de material genético entre individuos de vida livre e
de cativeiro contribuindo assim para a preservacdo e variabilidade genética destas

espécies (Moreira, 2001).

2.3- Imunohistoquimica
Os métodos imunohistoquimicos estdo cada vez mais difundidos nos laboratérios

e ja se encontram entre 0s mais Uteis e comumente usados para avaliacdo da
proliferacdo celular (Mello & Alves, 1999). A bromodeoxiuridina (5-bromo-2’-
deoxiuridina), também designada por BrdU, € uma pirimidina andloga da timidina que é
seletivamente incorporada ao DNA celular durante a fase S do ciclo celular. Por meio de
técnica imunohistoquimica com o uso de anticorpos anti-BrdU é possivel a identificacdo
das células que incorporaram este precursor in vivo (Fagerholm et al., 1994). Por ser
uma técnica nao radioativa a incorporacdo do BrdU é uma alternativa ao metodo da
timidina triciada para estudos morfofuncionais, ja que € uma técnica com abordagem
adequada, precisa e rapida para determinar o ciclo do epitélio seminifero (Rosiepen et
al., 1997).



Pesquisas mais recentes, voltadas para o calculo da duracdo do CES por meio do
uso da bromodeoxiuridina ainda s@o escassas, limitando-se apenas ao estudo do ciclo
espermatogénico da raposa azul (Alopex lagopus; Clausen et al., 1992), furdo doméstico
(Mustela putorius furo; Nakai et al., 2004), sagui do tufo branco (Callithrix jacchus;
Ehmecke et al., 2005), do mussaranho (Neomys fodiens; Parapanov et al., 2008),
macaco rhesus (Macaca mulatta; Rosiepen, 1997; Simorangkir et al., 2009), periquito
australiano (Melopsittacus undulatus; Peixoto, 2010), quati (Nasua nasua; Vasconcelos,

2011) e do gato do mato pequeno (Leopardus tigrinus; Balarini et al., 2011).

3. Objetivos

Levando-se em consideracdo a escassez de informacOes a respeito da biologia
reprodutiva de jaguatiricas, o presente estudo investigou a espécie Leopardus pardalis
com o0s objetivos de:

- descrever a duracdo do ciclo do epitélio seminifero pela identificacdo das células
germinativas mais avancgadas marcadas pela 5-bromodeoxiuridina (BrdU);

- caracterizar os diversos estadios que constituem o ciclo do epitélio seminifero
com base na associacdo das técnicas de morfologia tubular e desenvolvimento do
sistema acrossdémico;

- calcular a producdo espermatica diaria por grama de testiculo.

A partir dos resultados obtidos foram elaborados 2 artigos cientificos:

- 0 primeiro trabalho descreve os estadios do ciclo através do uso da associagdo
dos métodos da morfologia tubular e do desenvolvimento do sistema acrossémico e
calcula a duracdo do ciclo do epitélio seminifero com o auxilio de um marcador de
proliferacdo celular (5-bromodeoxiuridina);

- 0 segundo trabalho refere-se aos rendimentos intrinsecos da espermatogénese
que aliados a duracdo do ciclo do epitélio seminifero possibilita o célculo da producéo
espermatica por grama de testiculo de Leopardus pardalis.
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Artigo 01
Descri¢do e duracéo do ciclo do epitélio seminifero de

Leopardus pardalis, Linnaeus, 1758

Resumo: Apesar da jaguatirica ser um felino que apresenta uma ampla
distribuicdo no continente americano, abrangendo os mais diversos habitats, séo poucos
o0s estudos a respeito de sua morfofisiologia testicular. Para estimar a duragdo do ciclo
do epitélio seminifero em jaguatiricas foi injetado 0,1 ml de 5-bromodeoxiuridina via
intratesticular. Apds a realizacdo de bidpsia, processamento histoldgico e
imunohistoquimico do fragmento foram descritos oito estadios do ciclo com base na
associacdo dos métodos da morfologia tubular (forma e posicdo do nucleo das
espermatides e na ocorréncia de divisbes meidtica) com o sistema acrossdomico
(descricdo da morfologia e da area de ocupacao do acrossoma sobre a superficie nuclear
das espermaétides). Foi encontrado um estddio por seccdo transversal de tabulo
seminifero, o mais frequente foi o estadio | enquanto o estadio VII foi o menos
frequente sendo a fase pré meidtica maior do que as outras (56,5%). Ap6s 16 dias de
aplicacdo foi realizada biopsia testicular e a marcacdo encontrada foi no inicio do
estadio Il na transicdo de paquiteno para dipl6teno. Assim, a duracdo de um ciclo foi
calculada em 11,30 dias, como, sdo necessarios 4,5 ciclos para que 0 processo
espermatogénico se complete, cerca de 50,85 dias sdo necessarios para producdo de

espermatozoides a partir de uma espermatogonia do tipo A nessa espécie.

Palavras-chave: epitélio seminifero, processo espermatogénico, BrdU, morfologia

tubular, sistema acrossdmico.
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Abstract: Although the oncelot is a cat that has a wide distribution in american’s
continent, encompassing the most diverse habitats, there are few studies about their
testicular morphophysiology. To estimate the duration of the seminiferous epithelium’s
cycle in oncelots was injected 0,1 mL of 5-bromodeoxiuridina inside their testis. After
the biopsy, histological and immunohistochemical processing of the fragment were
described eight stages of the cycle, based on the combination of the tubular morphology
methods (shape and position of the nucleus of spermatids and the occurrence of meiotic
divisions) with the acrosomal system (description of the morphology and the footprint
of the acrosome on the nuclear surface of spermatids). A stadium for seminiferous
tubule cross-section was found, the most frequently was the stage I, while the stadium
V11 was the least frequent being the pre meiotic larger than the others (56.5%). After 16
days of 5-bromodeoxiuridina application a testicular biopsy was performed and it was
found marking the beginning of stage Il in the transition from pachytene to diplotene.
So, the cycle length was calculated to be 11.30 days, as 4.5 cycles are necessary to
complete the spermatogenic process and about 50.88 days are needed for the production

of sperm from a spermatogonium type A in this species.

Keywords: seminiferous epithelium, spermatogenic process, BrdU, tubular

morphology, acrosomal system.
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1. Introducéo

A jaguatirica (Leopardus pardalis) € um mamifero de médio porte, com ampla
distribuicdo geogréfica (Oliveira & Cassaro, 2005). No Brasil est4 presente em todas as
regides, com excecdo do sul do estado do Rio Grande do Sul. E uma das espécies de
felinos neotropicais incluidos no apéndice | da Convencdo sobre o Comércio
Internacional de Espécies da Flora e Fauna Selvagens em Perigo de Extingdo (CITES,
2010) e na lista oficial de espécies ameacadas de extin¢do do Instituto Brasileiro de
Recursos Naturais Renovaveis e do Meio Ambiente (Ibama, 2006).

A preservacdo da espécie depende de ambientes onde esses animais estardo
protegidos na natureza, como parques estaduais e unidades de conservagdo, bem como
em cativeiro. Este ultimo proporciona ambiente favoravel para realizacdo de estudos
sobre aspectos reprodutivos, que podem auxiliar no desenvolvimento apropriado de
técnicas de reproducéo assistida (Moreira, 2001; Guido-Leite & Paula, 2003; Barros et
al., 2004; Guido-Leite et al., 2006). Neste contexto, o conhecimento do processo
espermatogénico se torna essencial, ao considerar que ele é um evento dinamico,
sincrébnico e bem organizado, que ocorre ciclicamente no interior dos tdbulos
seminiferos (Russell et al., 1990)

Este processo pode ser dividido em trés fases distintas, baseado em consideracfes
morfologicas e funcionais: (1) fase proliferativa onde as células sofrem sucessivas
divisdes mitéticas gerando células que renovardo o estoque de células tronco e uma
geracdo de células que continuardo o processo de diferenciacdo; (2) fase meiotica, onde
0 material genético é duplicado e recombinado e (3) fase de diferenciacdo
espermiogénica, quando as espermatides sofrem significativas modificacGes,
transformando-se em espermatozoides (Russell et al., 1990).

O processo espermatogénico compreende o tempo decorrido entre a formacdo de
uma geracao de células germinativas na base do tubulo até a sua liberagdo no lume
tubular, como espermatozoides. Entre quatro e cinco ciclos sdo necessarios para que
todo o processo espermatogénico se complete (Leblond & Clermont, 1952). Em
mamiferos, o ciclo do epitélio seminifero é considerado uma constante bioldgica, com
variagfes apenas interespecificas, estando sob controle do gendtipo da célula
germinativa e ndo sendo influenciada por qualquer fator conhecido (Clermont, 1972;
Amann & Schanbacher, 1983).
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Com base no presente exposto, o0 objetivo deste trabalho foi determinar a duragédo
do ciclo do epitélio seminifero (CES) em Leopardus pardalis, utilizando o marcador
celular a 5-bromodeoxiuridina, e caracterizar cada estadio do ciclo por meio da
associacdo dos métodos da morfologia tubular e do desenvolvimento do sistema

acrossémico.

2. Material e Métodos

2.1- Animais

Foram utilizadas trés jaguatiricas machos adultas, provenientes do Centro de
Triagem de Animais Silvestres da Universidade Federal de Vicosa-MG. Este estudo foi
aprovado pelo Sistema de Autorizacao e Informacdo em Biodiversidade (SISBIlo), sob o
nimero 27.819 e pelo Comissdo de Etica para o uso de Animais da Universidade
Federal de Vicosa (processo numero 37/201).

Para a contencdo dos animais utilizou-se dardo contendo associacao de cloridrato
de quetamina (10 mg/kg) e cloridrato de xilazina (1 mg/kg), propelidos por pistola
projetora de dardos mod.35 (Dist Injet®- Zootech). Para a determinacéo da duracéo do
ciclo do epitélio seminifero foi aplicado 0,1ml de 5-bromodeoxiuridina (BrdU;
Laboratorios Zymed, Carlsbad, CA, EUA), na borda livre do testiculo sendo realizada
bidpsia testicular proximo ao local de injecdo ap6s 16 dias foi realizada.

A bidpsia foi realizada com auxilio de um bisturi circular de 6mm de didmetro
apos a contencdo do animal e da tricotomia e antisepsia local. Apds a coleta, 0s
fragmentos testiculares foram imersos imediatamente em solucdo fixadora Karnovsky
por 24 horas. Foi feita a sutura da regido em planos distintos, onde albuginea testicular,
tinica fibrosa e pele foram suturadas separadamente utilizando-se fio sintético
absorvivel. Todos os animais foram medicados com agentes anti-inflamatérios
(Flunixin  Meglumine, 1,1mg/kg IM) e antibioticoterapia profilatica (Penicilina
Benzatina, 20.000 Ul/kg) em dose Unica. Os fragmentos testiculares foram mantidos em
alcool 70% até o momento do processamento histolégico. O material foi processado
seguindo os métodos de rotina para inclusdo em glicolmetacrilato (Historesin®- Leica) e

parafina, visando o estudo histoldgico e o estudo imunohistoquimico, respectivamente.
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2.2- Injecéo do BrdU, histologia e duracéo do ciclo do epitélio seminifero

O fragmento testicular foi seccionado transversalmente e uma parte foi
encaminhada ao processamento histolégico para inclusdo em parafina, para utilizagéo
em imunohistoquimica e outra parte encaminhada para processamento em resina
glicolmetacrilato, para descri¢ao histoldgica. Para inclusdo em parafina o fragmento foi
submetido a desidratacdo em série crescente de etanol (70, 80, 90% e absoluto) em
banhos de 30 minutos cada e a diafanizacdo em trés passagens consecutivas de meia
hora em xilol, até inclusdo em parafina. O bloco contendo o fragmento testicular foi
seccionado em micrétomo rotativo (Reichert-Jung), com navalha de aco, obtendo-se
cortes semi-sequenciais de 4um de espessura. Os cortes histolégicos obtidos foram
colocados em laminas eletricamente carregadas, garantindo uma melhor adesividade dos
mesmos (ImmunoSlide®- EasyPath). As laminas foram submetidas & deteccdo por
anticorpo monoclonal e reveladas pelo sistema de coloracdo streptavidin-biotin, atraves
do kit de coloragdo BrdU (Zymed®- Invitrogen, Camarillo, CA, EUA). Para a inclusdo
em resina o fragmento foi submetido a desidratacdo em concentracfes crescentes de
etanol (80, 90 e 100%) permanecendo meia hora em cada meio, com posterior
infiltracdo na resina em dois banhos distintos e incluidos, na mesma resina, com a
adicdo de catalisador. Os fragmentos incluidos foram entéo seccionados com navalha de
vidro em micrétomo rotativo (Leica RM2155, Leica Microsystems, Nussloch,
Heidelberg, Germany), obtendo-se cortes semi-sequenciais de 3um de espessura,
posteriormente foi realizada a montagem em laminas de vidro, corando-se 0s cortes
histol6gicos com azul de toluidina/borato de s6dio 1%. Para a coloragdo do acrossoma,
os cortes foram corados com &cido periodico de Schiff (PAS).

A duracdo do ciclo do epitéelio seminifero foi calculada através da observacao da
célula mais avancada no epitélio que apresentou marcacgdo, de acordo com o método da
morfologia tubular associado ao sistema acrossomico. Desta forma, foi calculada a
frequéncia total dos estadios percorridos desde a incorporacdo do BrdU nos
espermatocitos jovens na aplicacdo até a marcacdo da célula mais avancada, na coleta
do material. A frequéncia dos estadios percorridos corresponde ao intervalo de tempo
decorrido, sendo calculado o periodo relativo de um ciclo do epitélio seminifero e

posteriormente do processo espermatogénico total.
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2.3- Estadios do ciclo do epitélio seminifero e suas frequéncias

Os estadios do ciclo do epitélio seminifero foram caracterizados com base no
método da morfologia tubular (Berndtson, 1977), associado ao método do
desenvolvimento do sistema acrossémico (Aire et al., 1980; Russell et al., 1990; Franca
& Russell, 1998). Para tal, foi descrita a morfologia e a area de ocupacao do acrossoma
sobre a superficie nuclear das espermatides arredondadas e alongadas presentes em cada
estadio do ciclo.

A frequéncia relativa dos estadios do ciclo do epitélio seminifero foi feita com
base na contagem dos oito estadios pelo método da morfologia tubular em 100 seccbes
transversais de tUbulos seminiferos em cada animal, em microscopio de luz, com
aumento de 200 X. Para registro e ilustragdo foram obtidas imagens digitais capturadas
em fotomicroscopio de luz (Olympus CX31), equipado com camera digital Olympus
SC20.

3. Resultados e Discussao

3.1- Estédios do ciclo do epitélio seminifero e frequéncia relativa dos estadios

A espermatogénese é um evento dindmico, sincrénico e bem organizado que
ocorre ciclicamente no interior dos tubulos seminiferos, no qual uma célula tronco
diploide, a espermatogdnia, sofre sucessivas divisdes e diferenciacdo em varias etapas
até ser liberada como célula haploide, o espermatozoide, no lume do tabulo seminifero
(Russell et al., 1990). O periodo de tempo observado entre cada uma destas etapas é
denominado ciclo do epitélio seminifero, sendo o processo espermatogénico o tempo
total gasto desde a formacdo até a liberacdo do espermatozoide (Leblond & Clermont,
1952; Paula, 1999).

As avaliagdes do processo espermatogénico sdo, via de regra, realizadas em
seccOes transversais do tubulo seminifero, onde é possivel a visualizacdo de quatro a
cinco camadas concéntricas de células germinativas. Cada camada é composta por uma
geracdo celular em uma fase especifica de desenvolvimento, caracterizada por um
acurado desenvolvimento sincronico, uma vez que todas as células de determinada
geragdo apresentam-se interligadas por pontes citoplasmaticas (De Rooij, 1998; Peixoto,
2010).

A partir da identificacdo da populagédo celular é possivel realizar a classificacéo
dos estadios do ciclo do epitélio seminifero para poder estimar a sua duracdo. A
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classificacéo foi feita com base no método da morfologia tubular (Berndtson, 1977) que
utiliza a forma e posigdo do nucleo da esperméatide bem como a ocorréncia de figuras
meiodticas. Porém, no presente trabalho foi utilizada em associagdo o método
denominado sistema acrossomico onde as caracteristicas das espermatides, em
particular a forma do ndcleo e o grau de desenvolvimento do acrossoma, sdo observadas
(Aire et al. 1980; Russell et al., 1990; Franca & Russell, 1998).

O ciclo do epitélio seminifero da jaguatirica foi entdo didaticamente dividido em
oito estaddios com base no método da morfologia tubular em associacdo aos passos
acrossomais observados no método do sistema acrossomico. Esses estadios séo
descritos a seguir e identificados na figura 1, enquanto 0s passos acrossomais séo
identificados na figura 2.

Estadio I: foi caracterizado pela auséncia de espermaétides alongadas e pela
presenca de uma geracdo de espermatides com nucleos arredondados e escuros, 0s quais
em geral formavam trés a quatro camadas proximo ao lume do epitélio seminifero
(Fig.1, Estadio 1). O nucleo da célula de Sertoli apresenta um grande desenvolvimento
do nucléolo e cromatina frouxa e as espermatogdnias do tipo A e 0s espermatocitos
priméarios se encontravam em transicdo de pré-leptteno para leptéteno préximo a
membrana basal. Os espermatdcitos em paquiteno estavam entre as espermatides
arredondadas e espermatocitos em  pré-leptoteno/leptteno. As espermatides
arredondadas apresentam-se no passo acrossomal 5 (Fig.2-E), onde a formacdo do
acrossoma estd em etapa avancada de desenvolvimento apresentando capuz
acrossébmico com uma grande vesicula central com extensdes laterais envolvendo uma
area menor que 50% da superficie nuclear, orientando-se em direcdo a base do tubulo

seminifero.

Estadio Il: caracterizado pela presenca de espermatides com o ndcleo em
alongamento, direcionadas no sentido dos nucleos das células de Sertoli. Proximo a
lamina basal foram encontrados espermatécitos primarios em leptoteno, em paquiteno e
em transicdo para espermatocitos em diplétenos. Espermatogoénia do tipo A, nucleos e
nucléolos das células de Sertoli apresentaram morfologia semelhante ao estadio I (Fig.
1, Estadio I1). As espermatides presentes no estadio Il apresentavam-se em formato

mais alongado e o acrossoma com uma grande vesicula central com prolongamentos
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laterais ocupando uma area de aproximadamente 50% da superficie nuclear (Fig.2-F),

sendo denominado passo acrossomal 6.

Estadio Ill: foram observados feixes formados por espermatides, cujos nudcleos
apresentam um maior alongamento e maior condensacao acrossdmica. Duas geracgdes de
espermatdcitos primarios em zigéteno e em dipléteno, com seus nucleos
caracteristicamente grandes, também foram visualizados (Fig. 1, Estadio Il1). As células
de Sertoli apresentam um nucléolo proeminente e as espermatogénias do tipo A foram
observadas proximos a lamina basal. Acompanhando o formato nuclear o acrossoma
das espermaétides apresentou-se mais alongado do que no passo anterior, ainda com uma
vesicula acrossdmica perceptivel e prolongamentos com uma ocupacdo ligeiramente

maior que no passo anterior, demonstrando o passo acrossomal 7 (Fig.2-G).

Estddio IV: o aspecto mais caracteristico € a ocorréncia de duas divisoes
meidticas, observadas pela ocorréncia de placas metafasicas em espermatdcitos
primarios. Assim, o0s espermatocitos em diploteno formam espermatécitos secundarios
que se dividem produzindo espermatides arredondadas. Os espermatdcitos primarios
apresentavam-se em transicdo de zigoteno para paquiteno e feixes de espermatides
alongadas com grande condensacdo cromossdémica foram observados (Fig.1, Estadio
IV). As espermatides alongadas apresentavam acrossoma com uma cobertura maior do
que 50% da superficie nuclear e uma vesicula acrossémica ainda € observada na
extremidade da esperméatide, que passa a apresentar um formato triangular,

caracterizando o passo acrossomal 8 (Fig.2-H).

Estadio V: duas geracdes de espermatides foram observadas neste estadio devido
a presenca das recém formadas espermatides arredondadas. Os espermatocitos primarios
em paquiteno foram observados na regido intermediéria do epitélio (Fig.1, Estadio V).
As espermatides arredondadas, recém formadas, apresentam a caracteristica do passo
acrossomal 1, ou seja, uma pequena vesicula em um dos polos do ndcleo (Fig.2-A).
Feixes de espermaétides alongadas estavam localizados em criptas no citoplasma das
células de Sertoli. Nas espermatides do feixe o0 acrossoma cobre quase toda a superficie
nuclear, que apresenta uma forma bastante alongada, caracterizando o passo acrossomal
9 (Fig.2-1).
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Estadio VI: todos os tipos celulares observados no estadio anterior estavam
presentes nesse estadio. O aspecto caracteristico desse estadio era que os feixes de
espermatides alongadas estavam mais proximos do lume tubular. Os espermatdcitos em
paquiteno foram encontrados na regido média do epitélio, e na regido basal foram
observadas espermatogonias (Fig.1, Estadio VI). As espermatides arredondadas
apresentavam caracteristicas do passo acrossomal 2 devido a presenca de uma vesicula
acrossdmica bem desenvolvida e em contato com a superficie do nucleo (Fig.2-B). As
espermatides alongadas caracterizam o passo acrossomal 10 onde seus nucleos
apresentam alongamento e condensacdo em uma etapa quase completa ou completa da

formagéo (Fig.2-J).

Estadio VII: os feixes formados pelas espermatides alongadas apresentavam-se
dissociados e localizados proximos ao lume tubular. Os ndcleos dos espermatocitos
primarios em paquiteno ocupavam a regido intermediaria do epitélio (Fig.1, Estadio
VII). A geracdo de espermétide arredondada apresentava vesicula acrossomal expandida
com uma projecdo ligeiramente menor do que 25% da superficie nuclear, o que
caracteriza o passo acrossomal 3 (Fig.2-C) e a geracdo de espermatides alongadas
caracterizavam o passo acrossomal 10, descrito no estadio anterior (Fig.2-J). Também
foram observadas a presenca de corpos residuais e espermatogonias do tipo

intermediaria e B, na base do epitélio.

Estadio VIII: o aspecto mais caracteristico deste estadio foi a localizacdo das
espermatides alongadas bem proximas do lume tubular com flagelos bem evidentes e
prontas para a espermiacdo. Corpos residuais eram evidenciados proximos a borda
luminal do epitélio. Espermatdcitos em paquiteno e espermatides arredondadas
ocupavam a regidao intermediaria do epitélio e células de Sertoli, espermatogdnias do
tipo B e alguns espermatécitos primarios em pré-leptéteno foram observados proximos
a lamina basal (Fig.1l, Estadio VIII). A vesicula acrossomal das espermatides
arredondadas apresentavam expansdo de aproximadamente 25% da superficie nuclear, o
que caracteriza o passo acrossomal 4 (Fig.2-D), enquanto que as espermatides
alongadas ainda caracterizavam o passo acrossomal 10 (Fig.2-J).

Foi encontrado um estadio por seccdo transversal no tubulo seminifero da
jaguatirica, este dado corrobora os dados presentes na literatura para as espécies de

felinos estudados (Franga & Godinho, 2003; Guido-Leite et al., 2006; Costa et al., 2008;
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Balarini et al., 2011) e os de outros mamiferos. Assim, a jaguatirica apresenta o tabulo
seminifero com arranjo do ciclo do epitélio seminifero de forma segmentar conforme os
outros mamiferos (Leblond & Clermont, 1952; Russell et al., 1990; Paula, 1999; Neves
et al., 2002; Bittencourt et al., 2007, Vasconcelos, 2011).

Estadiol

Estadio VIII

Estadio VII Estadioll

Estadio VI Estadiolll

EstadioV Estadio IV

Fig.1- Montagem fotogréafica contendo os oito estadios do ciclo do epitélio seminifero
de jaguatirica (Leopardus pardalis). Espermatogbnia (SPTG); espermatogbnia do tipo
A (SPTGA); espermatogdnia do tipo B (SPTGB); célula de Sertoli (S); espermatdcito
em transicao pré-leptoteno/leptéteno (PL/L); leptoteno (L); zigbteno (Z); paquiteno (P);
dipléteno (D); placa metafasica (PM); espermatide arredondada (Ar); espermatide em
alongamento/alongada (Al). Azul de toluidina. 200 X.

24



o > . e _‘
L
A B (o D . E
LN ~~
V) G)@]c] €,
Ar BI Cl El
B ‘ . v
e A O
F G

ﬁ

R

Dl
> |
.

1]
ll

H
HI

® |

Jl

Fig.2- Montagem fotogréafica contendo os dez passos acrossomais, de acordo com o
método do sistema acrossdmico, dos estddios do ciclo do epitélio seminifero em
jaguatirica (Leopardus pardalis). A -passo acrossomal 1; B - passo acrossomal 2; C -
passo acrossomal 3; D - passo acrossomal 4; E - passo acrossomal 5; F - passo
acrossomal 6; G - passo acrossomal 7; H - passo acrossomal 8; | - passo acrossomal 9; J
- passo acrossomal 10. PAS. 1000 X. Esquema demonstrando o avango acrossomal
sobre a superficie nuclear A’ - pequena vesicula acrossomal; B’ — vesicula acrossdmica
em contato com a superficie do ndcleo; C* — vesicula acrossomal menor que 25% da
superficie nuclear; D’- vesicula acrossomal ocupando aproximadamente 25% da
superficie nuclear; E’- area ocupada pelo acrossoma menor que 50% da superficie
nuclear; F° — prolongamentos do acrossoma ocupando aproximadamente 50% da
superficie nuclear; G’ — prolongamentos do acrossoma ligeiramente maior que 50%; H’-
acrossoma cobrindo mais de 50% da superficie nuclear; I’ — acrossoma cobre quase toda
a superficie nuclear; J’- nacleo em alongamento e condensacao.

A frequéncia relativa da ocorréncia de cada estadio do ciclo do epitélio seminifero

corresponde ao percentual de sua duracdo ao longo do desenvolvimento
espermatogénico. Assim, o calculo da frequéncia dos estadios € um procedimento
fundamental para estimativa da duracdo do ciclo do epitélio seminifero, uma vez que a
incorporacdo e 0 progresso do marcador celular utilizado pode ser rastreado e

mensurado a partir do tempo de permanéncia no animal. A frequéncia relativa de cada
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estadio do ciclo do epitélio seminifero da jaguatirica € mostrada na tabela 1. O estadio |
foi o mais frequente (26,5%) enquanto o estadio VII apresentou menor frequéncia (6%).
As frequéncias dos estadios podem ser agrupadas em trés diferentes fases: periodo pré-
meiotico (estadios I a Il1), meidtico (estadio 1V), e pos meidtico (estadio V ao VIII).
Muitos animais domésticos apresentam uma frequéncia maior da fase pré-meidtica em
relacdo a fase p6s-meiotica (Franca & Russell, 1998). No presente estudo as frequéncias
do periodo pré-meiotico, meidtico, e pés meidtico ocuparam respectivamente 56,5%,
11% e 32,5% do ciclo (Fig. 3). Dos felinos estudados, a jaguatirica, 0 gato domestico e
a onca parda (Godinho, 1999; Guido-Leite et al., 2006) apresentaram a fase pré-
meidtica maior do que a pds-meidtica, enquanto que o gato do mato pequeno (Balarini
et al., 2011) ndo apresentou uma diferenca significativa entre as fases, diferentemente

da onca pintada, onde o periodo pds-meiotico é maior (Azevedo, 2004).

Tabela 1- Frequéncia relativa e duracdo de cada estadio e das fases do ciclo do epitélio
seminifero de jaguatirica (Leopardus pardalis).

Estadios | 1 i v V VI VII VIl
Frequéncia
26,5 15 15 11 6,5 8 6 12
(%)
Duracdo (dias) 3,0 1,7 17 1,2 0,7 10 065 1,35
Fases Pré-meidtica Meiotica Pd6s-meibtica
Frequéncia
56,5 11 325
(%)
Pré-m eidtica Meidtica Pésm eidtica

] il

Frequéncia (%)

Il i I W i Rl Wl

Estadios
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Fig.3- Média da porcentagem das fases pré-meiotica, meidtica e pds meidtica do epitélio
seminifero de jaguatirica (Leopardus pardalis).

3.2- Duracdo do ciclo do epitélio seminifero

A 5-bromodeoxiuridina aplicada no testiculo do animal € incorporada pelo nucleo
das células que estdo sintetizando DNA no momento da injecdo, especificamente as
espermatogonias e 0s espermatdcitos primarios em pre-leptéteno no estadio I do ciclo
do epitélio seminifero. Assim, ao coletar os fragmentos testiculares em um periodo de
tempo conhecido apos a injecdo de BrdU, e identificar as células imunomarcadas em
estddio mais avancado no epitélio seminifero destes animais, € possivel estimar o
percentual do ciclo percorrido, bem como calcular a sua duracdo (Peixoto, 2010).

Ap6s 16 dias de aplicagdo, foi observado a imunomarcagdo em celulas na
transicdo paquiteno/dipléteno no inicio do estadio Ill, ou seja no segundo ciclo do
epitélio seminifero, apds a incorporacdo (Fig.4). Neste intervalo, cerca de 141,5%
(Fig.5) de ciclos foram percorridos. Assim, um CES necessita de 11,30 dias para
ocorrer. Como sdo necessarios 4,5 ciclos do epitélio seminifero para que o processo
espermatogénico se complete, sdo necessarios entdo 50,85 dias para o desenvolvimento

do espermatozoide a partir de uma espermatogobnia, em jaguatirica.

3 ‘ -
P -
e £, &
» » g |
5 o !
’ >
§s . »®
- .1 o
> N |
= .
El
e ~

Fig.4- Estadio 11l do ciclo do epitélio seminifero de jaguatirica (Leopardus pardalis),
apos 16 dias da aplicacdo de BrdU, demonstrando imunomarcacdo (seta) em
espermatocitos primarios em transi¢cao paquiteno/dipléteno. Streptavidin-biotin. 200X.
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Fig.5- Diagrama do processo espermatogénico, onde os numeros arabicos (linhas)
indicam o ciclo espermatogénico e 0s nimeros romanos (colunas) indicam os 8
estddios do ciclo do epitélio seminifero. A célula germinativa marcada mais
avancada (seta) nos oito estadios do ciclo, ap6s dezesseis dias da injecdo de BrdU,
foi o espermatdcito primario na transicdo paquiteno/dipléteno no inicio do estadio
I1l. Espermatogdnia do tipo A (SPTGA); espermatogbnia intermediaria (In);
espermatogonia do tipo B (B); espermatdcito primario: em pré-leptoteno (PI); em
lept6teno (L); em zig6teno (Z); em paquiteno (P); em dipl6teno (D); espermatdcito
secundario (ES); espermatide arredondada (Ar) e espermaétide alongada (Al).

A duracdo do CES é uma constante espécie-especifica, sendo controlada pelo
genétipo das celulas germinativas e ndo é afetada por nenhum fator conhecido
(Clermont, 1972; Amann & Schambacher, 1983; Franca et al., 1998; Parreira et al.,
1998).

Nas espécies mamiferas relatadas, a menor duracdo do ciclo do epitélio seminifero
(6,7 dias) ocorre no roedor Clethrionomys glareolus (Grocock & Clarke, 1976),
enquanto que os mais longos ciclos foram registrados em gamba (Didelphis
albiventris;17,3 dias; Queiroz & Nogueira, 1992) e no hamster chinés (Cricetulus
griseus;17,0 dias; Oud & De Rooij, 1977). A duracdo da espermatogénse na jaguatirica
estd dentro da faixa observada para a maioria dos felinos estudados nos quais a duragéo
do ciclo espermatogénico varia de 7 a 14 dias (Fran¢a & Godinho, 2003; Guido Leite et
al., 2006; Costa et al., 2008; Balarini et al., 2011).
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Em relacdo a duracdo das fases pré-meiotica, meidtica e pds-meidtica do ciclo do
epitélio seminifero, a jaguatirica apresentou respectivamente 6,4; 1,2 e 3,7 dias em cada
uma. Em relacdo a fase meiotica no processo espermatogénico, a jaguatirica apresentou
0 maior intervalo de dias (28,8 d) entre os felinos estudados.

Em conclusdo foi encontrado um estadio por seccdo transversal de tubulo
seminifero, sendo descritos oito estadios do CES em jaguatirica. A duracdo do ciclo do
epitélio seminifero (11,30 d) é muito préxima do que foi encontrada nos demais felinos
silvestres. Os métodos da morfologia tubular aliado ao método do desenvolvimento
acrossdmico e ao uso de marcadores celulares imunohistoquimicos para a descricdo do
ciclo do epitélio seminifero surgem como uma alternativa no auxilio para descricdo e
identificacdo dos estadios, auxiliando nos futuros estudos que visem técnicas de

reproducdo assistida.
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Artigo 02

Rendimento intrinseco do processo espermatogénico e a producao

espermatica didria de Leopardus pardalis, Linnaeus, 1758

Resumo: Embora o tamanho testicular apresente um relacionamento direto com a
producdo espermatica, o rendimento intrinseco da espermatogénese e os indices de
capacidade suporte das células de Sertoli sdo, efetivamente, os melhores indicadores da
capacidade de producdo espermética. O didmetro da seccdo transversal de tabulos
seminiferos na jaguatirica foi de 211,37um e a quantificacdo métrica dos tubulos
seminiferos foi em torno de 301,02 metros de tdbulos seminiferos em ambos os
testiculos perfazendo em média 17,81 metros por grama de testiculo. Os rendimentos
intrinsecos obtidos a partir da contagem em secgdes transversais mostraram que 0
coeficiente de mitoses espermatogoniais foi de 16,85 espermatocitos primarios. Ja o
rendimento meidtico foi de 3,14 espermatides, sendo aproximadamente 57 destas
liberadas a partir de uma espermatogonia, caracterizando o rendimento geral da
espermatogénese. A capacidade suporte de células de Sertoli é de 14,38 células
germinativas, sendo 8,76 destas espermatides arredondadas. A reserva espermatica
testicular total de cerca de seis bilhdes de espermatides, assim, aproximadamente 356
milhdes de espermatides sdo produzidas a cada ciclo do epitélio seminifero por grama
de testiculo. Através da quantificacdo da reserva espermatica testicular aliada a duracéo
do ciclo do epitélio seminifero é possivel identificar a producdo espermatica diaria, ou
seja a quantificacdo de espermatozoides produzidos por dia no testiculo. A jaguatirica
apresenta alta eficiéncia reprodutiva produzindo cerca de 32 milhGes de
espermatozoides por grama de testiculo.

Palavras- chave: rendimentos da espermatogénese, reserva espermatica, perda

celular, eficiéncia reprodutiva.
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Abstract: Although testicular size presents a direct relationship with sperm
production, the intrinsic efficiency of spermatogenesis and the indices of carrying
capacity of Sertoli cells are indeed the best indicators of the ability of sperm production.
The diameter of the cross section of seminiferous tubules in the ocelot was 211.37 um
and metric quantification of the seminiferous tubules was around 301.02 meters of
seminiferous tubules in both testes making an average of 17.81 meters per gram of
testis. The yield obtained from the intrinsic counts in cross sections showed that the
ratio of spermatogonial mitoses was 16.85 primary spermatocytes. The meiotic yield
was 3.14 spermatids, being that approximately 57 of these were released from a
spermatogonium, characterizing the overall yield of spermatogenesis. The carrying
capacity of Sertoli cells is 14.38 germ cells, these being 8.76 round spermatids. The
testicular sperm reserves is about six billion spermatids, so approximately 356 million
spermatids per gram of testis are produced every cycle of the seminiferous epithelium.
Through the quantification of testicular sperm reserves combined with the cycle length
of the seminiferous epithelium it is possible to identify the daily sperm production, ie
the quantification of sperm produced per day in the testis. The ocelot presents a high
reproductive efficiency producing about 32 million sperm per gram of testis.

Keywords: spermatogenesis yield, sperm reserves, cell loss, reproductive
efficiency.
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1. Introducéo

A familia Felidae € um dos grupos com maior diversidade de carnivoros e inclui
espécies que variam muito em tamanho. Esta familia compreende um grupo de espécies
que vivem em uma ampla e natural distribuicdo geografica por quase todos os bi6topos
do planeta, com excecdo da Australia e da Antartica (Nowell & Jackson, 1996). Apesar
da sua larga distribuicdo, a abundancia de muitas espécies vem diminuindo e
praticamente todas estdo ameacadas de extingdo (Oliveira, 1994).

A jaguatirica (Leopardus pardalis) € um animal de médio porte e estd atualmente
incluido no apéndice | da Convencdo sobre o Comércio Internacional de Espécies da
Flora e Fauna Selvagens em Perigo de Extingdo (CITES, 2010), e na lista oficial de
espécies ameacadas de extin¢do do Instituto Brasileiro de Recursos Naturais Renovaveis
e do Meio Ambiente (Ibama, 2006).

Dentre as causas para a ameaca de extincdo da jaguatirica encontra-se a
endogamia entre individuos de populacdes de vida livre. Essa é causada pela forte
fragmentacdo ambiental, que restringe a distribui¢do destes animais no seu ecossistema,
levando-os a baixa eficiéncia reprodutiva (Wildt et al., 1987). Para isso a manutencédo a
longo prazo de populacBes geneticamente vidveis de pequenos felinos dependera de
programas que incluem técnicas de reproducdo assistida como alternativa de troca de
material genético entre populacdes cativas e de vida livre (Swanson & Wildt, 1997;
Guimarées, 2001).

Uma importante contribuicdo para a conservacdo de espécies ameacadas é o
conhecimento de sua biologia reprodutiva, principalmente em seus aspectos basicos
(Guido-Leite et al., 2006). Assim, a quantificacdo histoldgica do parénquima testicular
torna-se um requisito béasico para estudos que envolvam parametros reprodutivos
masculinos (Roosen-Runge & Giesel Jr., 1950; Courot et al., 1970; Ortavant et al.,
1977; Guerra, 1983; Paula et al., 2002; Bittencourt, 2003). O tdbulo seminifero é
geralmente o componente mais abundante do testiculo na maioria dos mamiferos
estudados, sendo que os parametros quantitativos relacionados ao tdbulo seminifero,
como diametro tubular e comprimento total e por grama de testiculo, apresentam uma
relacdo positiva com a atividade espermatogénica, se tornando um indicador da
atividade espermatica em investigacdes envolvendo a funcdo testicular (Franca &
Russel, 1998; Paula, 1999).
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O objetivo desse estudo foi quantificar o rendimento intrinseco do processo
espermatogénico, a reserva espermatica testicular e juntamente com a duragéo do ciclo
do epitélio seminifero calcular a produgdo espermatica diaria por grama de testiculo,
através da avaliacdo histologica de fragmentos obtidos por bidpsia testicular de

jaguatiricas adultas mantidas em cativeiro.

2. Material e Métodos

2.1- Animais

Foram utilizadas nesse experimento cinco jaguatiricas machos adultas, sendo trés
provenientes do Centro de Triagem de Animais Silvestres da Universidade Federal de
Vigosa e duas da Fundagdo Zooboténica de Belo Horizonte, ambas em Minas Gerais.
Este estudo foi aprovado pelo Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos
Naturais Renovaveis (IBAMA), sob o nimero 02015003377/04-19, pelo Sistema de
Autorizacdo e Informacdo em Biodiversidade (SISBlo — 27.819) e pelo Comissédo de
Etica para o uso de Animais da Universidade Federal de Vigosa (processos niimero,
35/2005 e 37/2011).

Para a contencdo quimica e manutencdo anestésica foram utilizados dardos
anestésicos propelidos por arma pneumatica contendo cloridrato de quetamina (10
mg/kg/IM) e cloridrato de xilazina (1 mg/kg/IM). Os animais foram pesados e ambos 0s
testiculos mensurados quanto a largura, espessura e comprimento, através de um
paquimetro. Através da formula do volume do elipsoide: 4/3t ABC, onde A= metade da
largura, B= metade da espessura e C= metade do comprimento foi calculado o volume
testicular em cada animal (Guido-Leite & Paula, 2003; Mascarenhas et al., 2005). A
partir de técnica convencional para bidpsia testicular (Mascarenhas et al., 2005) foram
obtidos fragmentos com o auxilio de um bisturi circular de 6 mm. Esses fragmentos
foram imersos imediatamente em solucdo fixadora de Karnovsky por 24 horas e em
seguida, foram mantidos em alcool 70% até o momento do processamento histolégico.
Todos os animais foram medicados com agentes antiinflamatérios (Flunixin
Meglumine, 1,1mg/kg IM) e antibioticoterapia profilatica (Penicilina Benzatina, 20.000
Ul/kg) em dose Unica.

O material coletado foi processado seguindo os métodos de rotina para inclusdo

em glicolmetacrilato (Historesin®- Leica) e parafina, visando respectivamente o estudo
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histoldgico e imunohistoquimico. Para a inclusdo em resina o fragmento foi submetido a
desidratagdo em concentragdes crescentes de etanol (80, 90 e 100%) permanecendo
meia hora em cada meio, com posterior infiltracdo na resina em dois banhos distintos e
incluidos, na mesma resina, com a adi¢cdo de catalisador. Os cortes histoldgicos foram
feitos de modo sequencial, utilizando-se um micrétomo rotativo (Leica RM2155, Leica
Microsystems, Nussloch, Heidelberg, Germany), dotado de navalha de vidro, com 3 um
de espessura sendo corados com solucdo de azul de toluidina/borato de soédio 1% por
um minuto. Para inclusdo em parafina o fragmento foi submetido a desidratacdo em
série crescente de etanol (70, 80, 90% e absoluto) e a diafanizacdo em xilol, fazendo-se
trés passagens consecutivas de meia hora cada, até sua inclusdo. O bloco contendo o
fragmento testicular foi seccionado em micrétomo rotativo, com navalha de aco,

obtendo-se cortes semi-sequenciais de 4um de espessura.

2.2- Estadios do ciclo do epitélio seminifero e Imunohistoquimica

Os estadios do ciclo do epitélio seminifero foram caracterizados com base no
método da morfologia tubular, que se baseia na forma e na localizagcdo dos nucleos das
espermatides e na presenca de figuras de divisdes meioticas (Berndtson, 1977). A
frequéncia relativa dos estadios do ciclo do epitélio seminifero foi feita com base na
contagem dos oito estadios pelo método da morfologia tubular em 100 secgdes
transversais de tubulos seminiferos em cada animal, em microscépio de luz, com
aumento de 200 X. Para registro e ilustracdo foram obtidas imagens digitais capturadas
em fotomicroscépio de luz (Olympus CX31), equipado com camera digital Olympus
SC20.

Para a determinacdo da duracdo do ciclo do epitélio seminifero foi utilizado
fragmento de testiculo submetido 16 dias previamente a uma aplicacdo de 0,1ml de 5-
bromodeoxiuridina (BrdU; Laboratérios Zymed, Carlsbad, CA, EUA). Os cortes
histoldgicos realizados a pds a bidpsia do fragemento foram submetidos a deteccdo do
BrdU por anticorpo monoclonal e reveladas pelo sistema de imunicoloracdo
streptavidin-biotin, atraves do kit de coloragdo BrdU (Zymed®- Invitrogen, Camarillo,
CA, EUA). Para o calculo da duracéo do ciclo do epitélio seminifero foi observado o
estddio mais avancado do ciclo a apresentar celulas imunomarcadas. A partir da
frequéncia relativa dos estadios percorridos nesses 16 dias foi calculado a duracéo de

um ciclo do epitélio seminifero.
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2.3- Analise histométrica dos testiculos

O célculo do volume do parénquima testicular foi precedido pelo célculo da
espessura da albuginea testicular. Para tal foi mensurado a espessura média da albuginea
testicular em 10 seccdes transversais em cada animal, através de uma ocular
micrométrica, em aumento de 40 X ao microscopio de luz. A espessura média da
albuginea foi entdo descontada daqueles valores mensurados para o célculo do volume
testicular.

Com o auxilio de uma ocular integradora dotada de 100 pontos em aumento de
640 vezes, foi avaliada a propor¢cdo volumétrica do tubulo seminifero e do espaco
intertubular do parénquima testicular, através da contagem destes elementos teciduais
correspondentes aos pontos em dez campos, aleatoriamente distribuidos para cada
animal. Inferindo-se estas propor¢bes foram obtidos os volumes totais de cada
componente testicular em todos os animais. O didmetro médio dos tabulos seminiferos
foi obtido pela média das mensuracbes de 20 secgdes transversais de tabulos
seminiferos, o mais circular possivel, em cada animal, utilizando-se ocular
micromeétrica.

Devido ao formato cilindrico do tibulo seminifero, o calculo do seu comprimento
foi baseado na formula: comprimento = volume/area da base. O volume foi calculado
previamente através da propor¢do volumétrica do tdbulo seminifero no volume do
parénquima testicular e a area da base corresponde a area da seccdo transversal do

tdbulo seminifero (nr?).

2.4- Contagem celular e Rendimentos intrinsecos do processo

espermatogénico

As populacdes de células germinativas foram estimadas em cada animal a partir
da contagem em 10 seccdes transversais de tubulos seminiferos no estadio | do ciclo do
epitélio seminifero, segundo o método da morfologia tubular. Os seguintes tipos
celulares foram considerados: espermatog6nias do tipo A (SPTGA), espermatdcitos
primarios em pré-leptdteno/leptoteno (PL), espermatdcitos primarios em paquiteno (P),
espermatides arredondadas (Ar) e células de Sertoli (S). A contagem obtida para cada
tipo celular foi corrigida para o diametro nuclear médio e a espessura do corte,
utilizando-se a formula de Abercrombie (1946) modificada por Amann (1962). Pelo fato

das celulas de Sertoli apresentarem nucleo irregular, a correcdo do niumero das mesmas
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foi feita a partir do didmetro nucleolar médio. Neste caso, somente nucleos com
nucléolos evidentes foram contados. A seguinte formula foi utilizada para obtencdo do

namero corrigido:

Espessura do corte
Espessura do corte —\/ (m)‘ - (DM):
2 4

O diametro nuclear médio (DM) foi obtido pela média das mensuracdes de 10

Nimero corrigido = contagem obtida x

ndcleos dos tipos celulares estudados no estadio | do ciclo do epitélio seminifero para
cada animal. Estas medidas nucleares foram feitas utilizando-se uma régua
micromeétrica acoplada a ocular 10x em microscopio de luz e com objetiva de 100 Xx.

A partir das populagdes corrigidas, foram calculados o coeficiente de eficiéncia de
mitoses espermatogoniais (PL/SPTGA), o rendimento meidtico (Ar/P), o rendimento
geral da espermatogénese (Ar/SPTGA), o indice de células de Sertoli
[(SPTGA+PL+P+Ar)/S] e o indice de célula de Sertoli por espermétide arredondada
(Ar/S).

Através do niumero médio corrigido de espermaétides arredondadas em seccBes
transversais de tubulos seminiferos obteve-se a populacdo total desta célula a partir da
correcdo para 0 comprimento total do tabulo seminifero por testiculo ou por grama de
testiculo. Desta forma, obteve-se a reserva espermatica testicular produzida a cada ciclo
do epitélio seminifero.

A producdo espermatica diaria (PED) por grama de testiculo foi calculada
através da divisdo da reserva espermatica pela duracdo de um ciclo do epitélio

seminifero.

2.5- Estatistica

Todos os dados foram analisados quanto a média, desvio padrao e o coeficiente de

variacdo segundo a funcdo estatistica do programa Excel/ Windows7.
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3. Resultados e Discussao

3.1- Analise histométrica dos testiculos

Para os célculos quantitativos de producdo espermaética, torna-se necessario a
compartimentalizagdo do testiculo em seus diferentes componentes funcionais e
estruturais. Convencionalmente utiliza-se o termo parénquima testicular com referéncia
ao peso do testiculo desprovido de albuginea e mediastino testiculares, embora esta
nomenclatura ndo seja totalmente adequada para a referéncia, € um termo amplamente
utilizado na literatura (Berndtson, 1977; Jonhson et al., 1981; Russell et al., 1990;
Jonhson et al., 2000; Bittencourt et al., 2007). No presente experimento, foi
desconsiderado o volume ocupado pelo mediastino testicular, visto a impossibilidade de
eliminar o estroma.

A espessura média da albuginea testicular de jaguatirica foi de 1066,25 pm, o que
representa cerca de 23,42% da massa testicular. Consequentemente o parénquima
testicular ocupa 76,58% do testiculo, perfazendo em ambos os testiculos um volume de
13,12 ml.

O parénquima testicular € dividido em dois compartimentos: o tubular e o
intertubular.

No compartimento intertubular encontra-se a porcdo endocrina do testiculo,
representada pelas células de Leydig, associada as células e fibras conjuntivas,
leucdcitos, vasos sanguineos e linfaticos (Fawcett et al., 1973). Sarti et al. (2011)
descreveram que o compartimento intertubular de jaguatirica apresenta padrdo do tipo Il
sendo o tecido conjuntivo o componente mais abundante do tecido intertubular. O
compartimento corresponde a 19,4% do parénquima testicular, sendo 3,9% ocupado por
celulas de Leydig.

Ja o compartimento tubular é o principal componente do testiculo na grande
maioria dos mamiferos, exercendo grande influéncia sobre o peso testicular e sobre a
producdo espermaética (Amann, 1970; Franca & Russell, 1998; Paula, 1999). Com
excecdo dos baixos valores descritos na marmota e na capivara (Russell et al., 1990;
Paula, 1999), a maioria dos animais investigados apresenta entre 70 e 90% de tabulo
seminifero no parénquima testicular (Fawcett et al., 1973; Russell et al., 1990; Guido
Leite & Paula, 2003; Barros et al., 2004; Azevedo et al., 2006; Bittencourt et al., 2007

Balarini et al., 2011). O parénquima testicular de jaguatiricas apresenta 80,58% de sua
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massa alocada em tubulos seminiferos e 19,39% em tecido intertubular, perfazendo um
volume total de 10,53 e 2,58ml respectivamente.

O didametro da seccdo transversal de tubulos seminiferos na jaguatirica foi de
211,37um (Tabela 1), valor menor do que o observado para os demais felinos
estudados, cujos valores variam entre 228 a 257um (Godinho, 1999; Guido-Leite &
Paula, 2003; Azevedo, 2004; Barros, 2005; Balarini, 2008). Em relacéo a quantificacdo
métrica dos tdbulos seminiferos, a jaguatirica adulta apresentou em torno de 301,02
metros de tabulos seminiferos em ambos os testiculos perfazendo em média 17,81

metros por grama de testiculo (tabela 1).

Tabela 1- Diametro, comprimento total e por grama de testiculo de tabulo seminifero
em jaguatiricas (Leopardus pardalis) adultas mantidas em cativeiro.
Media + desvio  Coeficiente de

Parametros ~ o
padréo variacao
Diametro do tabulo seminifero (um) 211,37 + 13,86 6,56
E:nt]))mprlmento total de tubulos seminiferos 301,02 + 26,9 8,94
Comprimento de tubulos seminiferos por 17,81 + 2.87 16,13

grama de testiculo (m/q)

3.2- Estadios do ciclo do epitélio seminifero e Imunohistoquimica

Em jaguatiricas adultas, as células germinativas estdo arranjadas de forma
organizada numa série bem definida de associacdes celulares, ou estadios, ao longo do
tempo. O sistema empregado para classificacdo desses estadios foi baseado no método
da morfologia tubular. Os estadios refletem a combinacdo de distintas geracbes de
células germinativas, em diferentes etapas do processo espermatogénico, ao longo do
epitélio seminifero (Berndtson, 1977). No total foram caracterizados e classificados oito
estadios sendo encontrado um estadio por seccdo transversal no tdbulo seminifero da
jaguatirica (Castro, 2012), o que corrobora os dados presentes na literatura para as
espécies de felinos estudados (Franca & Godinho, 2003; Guido-Leite et al., 2006; Costa
et al., 2008; Balarini et al., 2011). A frequéncia de cada estadio do ciclo do epitélio
seminifero da jaguatirica € mostrada na tabela 2. O estadio | foi o mais frequente
(26,5%) enquanto o estadio VII apresentou menor frequéncia (6%).

A 5-bromodeoxiuridina aplicada no testiculo do animal é incorporada pelo nucleo
das células que estdo sintetizando DNA no momento da injecdo, especificamente as

espermatogdnias e 0s espermatocitos primarios em pré-leptdteno no estadio | do CES.
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Assim, ao coletar os fragmentos testiculares em um periodo de tempo conhecido apos a
injecdo de BrdU, e identificar as células imunomarcadas mais avangadas no epitélio
seminifero destes animais, € possivel estimar o percentual do ciclo percorrido, bem
como calcular a sua duracédo (Peixoto, 2010). Apds 16 dias de aplicacdo, foi observada a
imunomarcacao em células na transi¢do paquiteno/dipléteno no inicio do estadio 111, ou
seja, no segundo ciclo do epitélio seminifero, apds a aplicagdo (Fig.1). Neste intervalo
cerca de 141,5% de ciclos foram percorridos, assim, um ciclo do epitélio seminifero
(CES) necessita de 11,30 dias para ocorrer. Como sao necessarios 4,5 ciclos para que 0
processo espermatogénico se complete, sdo necessarios entdo 50,85 dias para o

desenvolvimento do espermatozoide a partir de uma espermatogonia em jaguatirica.

Tabela 2- Frequéncia relativa e duracdo de cada estadio e das fases do ciclo do epitélio
seminifero de jaguatirica (Leopardus pardalis).

Estadios | 1 i v V VI VII VI
Frequéncia
26,5 15 15 11 6,5 8 6 12
(%)
Duracédo (dias) 3,0 1,7 17 1,2 0,7 10 065 1,35
Fases Pré-meibtica Meiotica Pd6s-meibtica
Frequéncia
56,5 11 32,5
(%)
& %
» ‘ :»
* > &, S ’
- Y. g ".‘
: ...1.‘ =L
- N .
=
R ¥
‘\* S

Fig.1- Estadio Il do ciclo do epitélio seminifero de jaguatirica (Leopardus pardalis),
apos 16 dias da aplicacdo de BrdU, demonstrando imunomarcagdo (Seta) em
espermatdcitos priméarios em transicdo paquiteno/dipléteno. Streptavidim biotin. 200 X.

41



3.3- Contagem celular e Rendimentos intrinsecos do processo

espermatogénico

Para o estudo da populagéo celular, foram contabilizadas as populacdes epiteliais
presentes em cortes transversais do tabulo seminifero no estadio | do CES. Esse estadio
foi caracterizado pela auséncia de espermatides alongadas e pela presenca de uma
geracdo de espermétides com ndcleos arredondados e escuros, 0s quais em geral
formavam trés a quatro camadas préximo ao lume do epitélio seminifero. Proximo a
membrana basal, é possivel observar o nlcleo da célula de Sertoli, espermatogdnias do
tipo A e espermatocitos primarios em transicdo de pré-leptdteno para leptoteno. J& os
espermatdcitos em paquiteno estavam na regido intermediéria do epitélio, ou seja, entre
as espermaétides arredondadas e espermatocitos em pré-leptoteno/leptoteno. Na tabela 3
estdo apresentados os valores populacionais destas células.

As relacBes populacionais indicativas do rendimento intrinseco da
espermatogénese obtidas a partir da contagem em sec¢Oes transversais mostraram que
16,85 espermatdcitos primarios sdo produzidos por espermatogdnias no inicio do
processo espermatogénico, denominado coeficiente de mitoses espermatogoniais. Cerca
de 3,14 espermatides sdo produzidas durante a fase meidtica, rendimento meidtico,
sendo aproximadamente 57 destas liberadas a partir de uma espermatogonia,
caracterizando o rendimento geral da espermatogénese. A capacidade suporte de células
de Sertoli é de 14,38 células germinativas, sendo 8,76 destas espermatides
arredondadas. A reserva espermatica testicular total de cerca de seis bilhdes de
espermatides, assim, aproximadamente 356 milhGes de espermatides sdo produzidas a
cada ciclo do epitélio seminifero por grama de testiculo (tabela 3).

Em todos os mamiferos investigados somente 15 a 50% dos espermatozoides
esperados sdo realmente produzidos (Huckins, 1978; Castro et al., 1997; Franca &
Russell, 1998; Swerdloff et al., 1998). Isto, provavelmente, é decorrente de degeneragdo
densidade-dependente, onde a apoptose é o mecanismo homeostatico utilizado para
limitar as células germinativas a um namero que possa ser suportado pelas células de
Sertoli disponiveis (Huckins, 1978; De Rooij & Jansen, 1987; De Rooij & Lok, 1987,
Sharpe, 1994; De Rooij, 1998; Santos, 1999). Embora o valor encontrado de
espermatocitos primarios produzidos pela espermatogonia A esteja dentro da amplitude
observada para a maioria dos animais domésticos (14,6 a 24,8; Franca & Russell, 1998),

o coeficiente de eficiéncia das mitoses espertatogoniais € bem superior aos observados
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nos felinos estudados como o gato domestico (8,4; Godinho, 1999), onca parda (7,7;
Guido-Leite & Paula, 2003), onga pintada (9,2; Azevedo, 2004) e o ledo africano (10,3;
Barros 2005).

Durante a fase meidtica do processo espermatogénico da jaguatirica, apenas 3,14
espermatides foram produzidas em média, o que significa perda de 21,5% nesta fase.
Nos mamiferos, esta perda € aproximadamente de 25%, ou seja, de cada quatro
espermatides arredondadas teoricamente esperadas, trés sdo formadas (Franca &
Russell, 1998). O gato do mato pequeno foi a espécie que menos apresentou perda
(12%; Balarini, 2008) enquanto a jaguatirica aproximou-se do rendimento meiotico
observado para a onga pintada (perda de 20%; Azevedo, 2004), sendo, porém, mais
eficiente que ledes africanos (perda de 33%; Barros, 2005), gato doméstico (perda de
30%; Godinho, 1999) e onca parda (perda de 25%; Guido-Leite & Paula, 2003).

O rendimento geral da espermatogénese € uma mensuracdo da eficiéncia do
processo espermatogénico como um todo, e € calculado a partir da populacdo de
espermatides arredondadas por seccdo transversal do tdbulo seminifero. Sua
confiabilidade como indice de avaliacdo da producdo de espermatozoides, € embasada
no fato de que as perdas durante o processo espermiogénico sdo consideradas pequenas
e ndo significativas (Amann, 1970; Berndtson, 1977). Na jaguatirica sdo observadas
aproximadamente 57 espermatides por seccdo transversal do tubulo seminifero durante
0 processo espermatogénico, ou seja, 57 espermatozoides sdo produzidos a cada ciclo
do epitélio seminifero a partir de uma espermatogénia do tipo A. Este valor esta dentro
do encontrado para a maioria dos animais domésticos (37,4 a 74,2; Franca & Russell,
1998), abaixo do encontrado para gato do mato pequeno, (88,86; Balarini, 2008) e
acima do rendimento observado nos demais felinos como, o ledo africano (22,1; Barros,
2005), onca parda (22,7; Guido-Leite & Paula, 2003), onc¢a pintada (23,4; Azevedo,
2004) e o gato doméstico (16,3; Godinho, 1999).

A reserva espermatica testicular quantifica o nOmero potencial de
espermatozoides em producdo no testiculo ou por grama de testiculo, a cada ciclo do
epitélio seminifero de uma dada espécie (Amann & Lambiase, 1969; Berndtson, 1977).
Para o calculo da reserva espermatica testicular utiliza-se a populacdo de espermatides
arredondadas no estadio | do CES, considerando-se que as perdas durante 0 processo
espermiogénico sejam pequenas e ndo significantes (Amann, 1970; Berndtson, 1977;
Russell & Peterson, 1984; Johnson et al., 2000).
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O valor medio observado para a reserva espermatica por grama de testiculo em
jaguatiricas adultas foi de 356 x 10° valor acima do observado para a maioria dos
animais domésticos (120 a 260 x 10°% Franca e Russell, 1998) e demais felinos
estudados como o ledo africano (103,6 x 10°% Barros, 2005), onca parda (268,0 x 10
Guido-Leite & Paula, 2003), onca pintada (1659 x 10°% Azevedo, 2004) e gato
doméstico (157 x 10% Godinho 1999), colocando assim a jaguatirica como um dos
animais que apresenta uma das maiores reservas espermaticas por grama de testiculo
dentre os felinos. Embora comparacfes quanto a reserva por grama de testiculo sejam
extremamente validas em avaliacdes interespecificas, é necessario ter em mente que este
parametro é relativo a duracdo de um ciclo do epitélio seminifero, que por sua vez é
uma constante bioldgica espécie-especifica (Ortavant et al., 1977; Amann &
Schambacher, 1983).

Tabela 3- Populacdo celular corrigida por seccdo transversal de tabulo seminifero,
indices indicativos do rendimento intrinseco da espermatogénese, capacidade suporte
das células de Sertoli e reserva espermatica total e por grama de testiculo de jaguatiricas
adultas mantidas em cativeiro.

A Média + desvio Coef|c_|en~te

Parémetros adrio de variagéo
i (%)

Espermatogdnias A 1,06 + 0,2 19,06
Células de Sertoli 6,86 + 0,87 12,70
Espgrmatomto:s primarios em pré- 17,78 + 2,91 16,38
leptéteno/leptoteno
Espermatdcitos primarios em paquiteno 19,22 + 3,39 17,61
Espermatides arredondadas 59,5+8,9 15,02
Reserva espermatica testicular total 60,7 x 10° + 5,8 x 10° 9,60
Reserva espermatica por grama de 356,6 x 10° + 36,42 x

i 6 10,21
testiculo 10
Coeficiente de mitoses espermatogoniais 16,85 + 1,98 11,73
Rendimento meidtico 3,14 + 0,47 14,86
Rendimento geral 56,96 + 9,79 17,18
Indice O!e_celulas de Sertoli por 8,76 + 16 18.35
espermatides arredondadas
Ir]dlce de celylas_de Sertoli por total de 14,38 + 2, 49 18.33
células germinativas
Producio espermatica diéria total 537,2 x 10° + 51 x 10° 9,60
ProEjugao espermaética diaria por grama de 315 x 10°+ 3,2 x10°° 1021
testiculo

Para se avaliar a producdo espermatica diéria, varios métodos tém sido utilizados,

dentre os quais podem ser citados aqueles que se baseiam na histologia quantitativa dos
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testiculos, na estimativa da reserva espermatica testicular através da contagem
hemocitométrica de células espermaticas em homogeneizados do parénquima testicular,
na quantificacdo de espermatozoides ejaculados e na colheita de espermatozoides
diretamente através de canulacdo do ducto deferente ou da rede testicular (Amann,
1970; Berndtson, 1977).

A eficiéncia espermatogénica em mamiferos é dependente principalmente da
duracdo da espermatogénese, da densidade volumétrica (%) de tabulos seminiferos no
testiculo, do nimero de geracdes de espermatogbnias e da eficiéncia do processo
espermatogénico (Franca e Russell, 1998). A producao espermatica diaria por grama de
testiculo € um dos pardmetros mais eficientes, que pode ser facilmente comparado entre
as espécies porque elimina a disparidade no que envolve o peso testicular e a duragdo da
espermatogénese (Franca & Russell, 1998). Estes parametros fornecem importantes
dados bioldgicos que poderdo auxiliar programas de reproducdo assistida em espécies
ameacadas de extingdo (Amann, 1970; Amann & Schambacher, 1983; Franga, 1991).

A populacdo de espermatides arredondadas por sec¢do transversal de 3 um de
espessura de tabulo seminifero em jaguatirica foi em media 59,5 células, e foram
computados cerca de 17,81 metros de tdbulo por grama de testiculo. Assim um
montante de 60,7 x10° espermatozoides sdo produzidos em ambos os testiculos
perfazendo um total de 356,6 x 10° por grama de testiculo de jaguatirica. Como este
montante é produzido durante um ciclo do epitélio seminifero que dura cerca de 11,3
dias, cerca de 31,5 x 10° espermatozoides sdo produzidos por grama de testiculo
diariamente.

Os dados publicados na literatura permitem agrupar a producao espermatica diaria
por grama de testiculo em trés patamares: espécies com alta eficiéncia espermatogénica
e que produzem cerca de vinte a trinta milhGes de espermatozoides, incluindo-se ai
animais domésticos como o suino, equino, ovino, coelho (Franca & Russell, 1998), o
rato (Robb et al., 1978), o macaco rhesus (Amann et al., 1976) e o lobo guara
(Bittencourt, et al., 2007); espécies com eficiéncia espermatogénica média, produzindo
de dez a vinte milhdes de espermatozoides, dentre as quais se encontram o bovino,
bufalo e a capivara (Franca & Russell, 1998; Paula, 1999); e por ultimo, espécies que
produzem abaixo de dez milhdes de espermatozoides como por exemplo o homem
(Amann, 1981) e o gamba (Didelphis albiventris) (Queiroz & Nogueira, 1992). A
jaguatirica, com aproximandamente trinta e dois milhdes de espermatozoides, apresenta

alta eficiéncia produtiva.
45



Conclui-se que em jaguatiricas o rendimento meiotico correspondeu em media a
3,14 células enquanto o rendimento geral da espermatogénese foi 57 células. Cada
celula de Sertoli foi capaz de manter 14,38 células da linhagem germinativa, das quais
8,76 sdo espermatides arredondadas. A reserva espermatica por grama de testiculo foi
em meédia 356 milhdes de espermatozoides e a producao espermatica € de alta eficiéncia
reprodutiva. Assim, a descricdo da histologia testicular de jaguatirica ajuda a entender o
processo espermatogénico e a estabelecer parametros que podem auxiliar a reprodugéo

dessa espécie contribuindo de forma efetiva para a sua preservacao.
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Conclusdes gerais

1 - Em jaguatiricas foi observado cerca de 17,81 metros de tabulo seminiferos por

grama de testiculo.

2 - O arranjo celular ao longo do ciclo do epitélio seminifero foi semelhante aos
descritos para os mamiferos, sendo possivel a definicdo de 8 estadios do ciclo do
epitélio seminifero através da adaptacdo do método da morfologia tubular e da descricéo

de dez passos acrossomais de acordo com o0 método do sistema acrossémico.

3 - A frequéncia relativa dos oito estadios do ciclo do epitélio seminifero de jaguatirica
foi: estadio | (26,5%); estadio Il (15%); estadio 111 (15%); estadio 1V (11%); estadio V
(6,5%); estadio VI (8%); estadio VII (6%) e estadio VIII (12%). Os estadios pré
meidticos somaram 56,5%, o meidtico 11% e os estadios pds meidticos somaram
32,5%.

4 - A duracdo do ciclo do epitélio seminifero em jaguatiricas foi de 11,30 dias e do

processo espermatogénico total de 50,85 dias.

5- Apds 16 dias de aplicacdo de bromodeoxiuridina no testiculo de jaguatiricas foi
encontrado imunomarcacdo em células na transicdo paquiteno/dipléteno no inicio do

estadio 111, ou seja no segundo ciclo do epitélio seminifero, apds a incorporacéo.

6 - Nas areas correspondentes ao estadio | do ciclo do epitélio seminifero de jaguatirica,
foram observados valores corrigidos médios de 1,06 espermatogdnias, 17,78
espermatdcitos primarios em pré-leptéteno-leptéteno, 19,22 espermatocitos primarios

em paquiteno, 59,5 espermatides arredondadas e 6,86 células de Sertoli.

7 — Os valores de reserva espermatica total (60,7 x 10°), producdo espermética diria
(537,2 x 10°) e producio espermética diaria por grama de testiculo (31,5 x 10°) indicam
uma alta producdo espermatica..

8 — Na jaguatirica foi observado um rendimento meidtico de 3,14 células, coeficiente de
mitoses espermatogoniais de 16,85. O rendimento geral da espermatogénese foi de 56,

96 espermatozoides.meiotica.
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