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RESUMO

BITTENCOURT, Viviane Lewicki, M.S.; Universidade Federal de Vicosa; abril de 2003;
Avaliacdo Morfofuncional do Testiculo e do Processo Espermatogénico do Lobo-
guara (Chrysocyon brachyurus, Illiger, 1811) Adulto. Orientador: Tarcizio A. Rego de
Paula. Conselheiros: Claudio César Fonseca e Eduardo Paulino da Costa.

O estudo do processo espermatogénico torna-se extremamente relevante,
subsidiando informaces bésicas para o desenvolvimento de tecnologias em reproducéo
assistida. O lobo-guara (Chrysocyon brachyurus) é o maior canideo das Américas, mas esta
entre as espécies ameacadas de extin¢do segundo o IBAMA. Pouco se sabe a respeito de
sua morfofisiologia testicular, incluindo a sua espermatogénese. Foram estudados no
presente experimento quatro lobos-guards adultos provenientes de cativeiro. Estimou-se
que cerca de 0,04% da massa corporal é alocada em testiculo, o indice gonadossomatico e,
cerca de 0,03% da massa corporal alocada em tdbulos seminiferos, o indice
tubulossomatico. O rendimento meiotico foi em torno de 1,9 células, o que equivale a uma
perda de 53% do processo meiotico e o rendimento geral da espermatogénese foi de 22,6
células. Cada célula de Sertoli é capaz de sustentar cerca de 7,6 espermatides arredondadas.
A duracdo total do ciclo do epitélio seminifero desta espécie foi calculada em 8,99 dias e,
como aproximadamente 4,5 ciclos sdo necessarios para 0 processo espermatogénico, entao
40,45 dias sdo consumidos na producdo de espermatozdides, a partir de uma
espermatogonia do tipo A . O lobo-guara produz aproximadamente vinte e nove milhdes de
espermatozéides por grama de testiculo por dia, sendo classificado entre as espécies de alta

eficiéncia espermatogénica.



ABSTRACT

BITTENCOURT, Viviane Lewicki, M.S.; Universidade Federal de Vigosa; April 2003;
Morfofuncional Evaluation of the Testis and the Espermatogenic Process in Adult
Maned Wolf (Chrysocyon brachyurus, Illiger, 1811). Adviser: Tarcizio A. Rego de
Paula. Committee members: Claudio César Fonseca e Eduardo Paulino da Costa.

The study of spermatogenic process is extremely important, subsiding with basic
information the development and sedimentation of technologies in attended reproduction.
Although the maned wolf is the biggest dog of Americas, much little are know regarding its
testicular morfofisiology, including spermatogenesis. In this study it was stimated that in
the maned wolf about 12,0 primary spermatocites are produced from spermatogonia of the
type A. To the meiotic yield was around 1,9 cells, what is equivalent to a loss of 53% in the
meiotic process; the general yield of spermatogenesis was 22,6 cells. Each Sertoli cell is
capable to support about 7,6 rounded spermatids. The total duration of seminiferous
epithelium cycle was about 8,99 days; 4,5 cycles are necessary to the spermatogenesis
process so 40,45 days were necessary from spermatogonia of the type A till spermatozoa.
The maned wolf, with approximately twenty nine million spermatozoa per gram of testicle

per day, is classified in the highest spermatogenic efficiency species.



1.0- INTRODUCAO

1.1- Os Testiculos

A habilidade reprodutiva dos machos sexualmente maduros depende da
capacidade dos testiculos em produzir grande nimero de espermatozdides viaveis e
concentracfes adequadas de androgenos para libido e maturagdo dos 6rgdos reprodutivos
(GIER & MARION, 1970).

Os testiculos ou génadas masculinas, cuja forma é elipséide (DYCE et al., 1990),
estdo alojados externamente ao abddémen, dentro de uma estrutura em forma de bolsa,
derivada da pele e fascias musculares da parede abdominal, denominada de escroto
(ASHDOWN & HANCOCK, 1988; DYCE et al., 1990; JUNQUEIRA & CARNEIRO,
1999). A posicédo dentro do escroto e a direcdo do eixo longitudinal dos testiculos varia de
acordo com as espécies (ASHDOWN & HANCOCK, 1988), apresentando-se vertical em
ruminantes, horizontais em caninos e equinos, inclinados em suinos e felinos. Essas
diferencas estdo relacionadas com a posi¢do do escroto no corpo do animal, sendo caudal
ao abddémen nos ruminantes, perineal nos suinos e felinos, e em posicdo intermediaria as
especies ja citadas nos equinos e caninos. Cada testiculo fica suspenso separadamente pelo
funiculo espermatico, um feixe de estruturas que inclui o ducto deferente, vasos e nervos,
envoltos por um revestimento duplo de periténio (DYCE et al., 1990).

O parénquima testicular, de coloracdo acastanhado, ¢ mantido, sob pressao
moderada (DYCE et al., 1990), envolto em uma capsula de tecido conjuntivo denso, a
tunica albuginea (DYCE et al., 1990; JUNQUEIRA & CARNEIRO, 1999), de forma que



qualquer incisdo nesta capsula ocasiona em protusdo do mesmo (DYCE et al., 1990). A
capsula emite septos e trabéculas que dividem o parénquima em l6bulos, confluindo para
um espessamento visivel denominado de mediastino testicular (DYCE et al., 1990;
JUNQUEIRA & CARNEIRO, 1999), que pode estar localizado na porcdo central ou
periférica, proximo ao epididimo (GIER & MARION, 1970; DYCE et al., 1990). O
parénquima testicular é constituido de tdbulos seminiferos e tecido intersticial. Do tecido
intersticial fazem parte aglomerados de células intersticiais ou de Leydig, sustentados por
uma rede de tecido conjuntivo, por onde passam vasos sanguineos e linfaticos. A maior
parte do parénquima é constituida pelos contorcidos tubulos seminiferos, nos quais ocorre o
processo espermatogénico estando, ambas as extremidades, voltadas para o mediastino. O
epitélio dos tubulos consiste de células espermatogénicas e células de sustentacdo ou de
Sertoli, que apresentam propriedades tanto de nutrigdo como producdo de hormonios. A
membrana basal contém células contrateis midides (ASHDOWN & HANCOCK, 1988;
DYCE et al., 1990; JUNQUEIRA & CARNEIRO, 1999).

Os testiculos apresentam tanto funcdo endocrina quanto funcdo exdcrina
(ASHDOWN & HANCOCK, 1988; DYCE et al., 1990), essas duas, governadas pelos
hormdnios gonadotroficos hipofisarios. O hormdnio foliculo estimulante (FSH) esta
relacionada com o inicio da atividade dos tubulos seminiferos e o horménio luteinizante
(LH) controla a atividade enddcrina das células de Leydig. Tais células sdo fonte da
testosterona, que sustenta a acdo do FSH sobre a espermatogénese e é responsavel pelas
caracteristicas sexuais secundarias, assim como o desenvolvimento e integridade funcional
do sistema reprodutivo masculino (ASHDOWN & HANCOCK, 1988). A atividade
enddcrina é mantida com a temperatura corporal, porém, para uma producdo eficiente de
gametas, € necessario uma temperatura um pouco inferior. Em decorréncia disto, 0s
testiculos se desenvolvem no interior do abdémen e migram para o escroto pelo canal
inguinal, a fim de alcangarem temperaturas condizentes com a espermatogénese (DYCE et
al., 1990; JUNQUEIRA & CARNEIRO, 1999).



1.1.1- O compartimento intertubular e as células de Leydig

O compartimento intertubular dos testiculos corresponde ao tecido intersticial ou
estroma das demais glandulas. E constituido de tecido conectivo fibroso, o qual suporta
vasos sanglineos e linfaticos, além das células que compBem o referido tecido, tais como
fibroblastos, células reticulares, macrofagos, mastocitos e linfocitos (HOOKER, 1970).

O principal componente celular do compartimento intertubular € a célula
intersticial de Leydig (HOOKER, 1970), cujas formas variam de irregular a poliédrica. Tais
celulas constituem grupos localizados entre os tbulos seminiferos e sdo responsaveis pela
sintese e armazenamento da testosterona. A testosterona, por sua vez, é importante para
promover o comportamento sexual normal, o processo espermatogénico, em associacdo
com FSH e LH, manter a funcdo das glandulas acessérias (DELLMANN & WROBEL,
1982) e as caracteristicas sexuais secundarias (DELLMANN & WROBEL, 1982;
JUNQUEIRA & CARNEIRO, 1999). Desta forma, a densidade populacional das células de
Leydig varia de acordo com a espécie e idade (DELLMANN & WROBEL, 1982).

As células de Leydig iniciam a secrecdo da testosterona ainda na vida fetal, para a
diferenciacdo embrioldgica dos 6rgdos genitais masculinos, estimulados pelo horménio
gonadotrofico materno que, ao atravessar a placenta, atinge o sangue fetal (JUNQUEIRA &
CARNEIRO, 1999). Em ratos, gonadotrofinas placentarias ou hipofisarias maternas
exercem influéncia direta sobre as células de Leydig, aumentando-as em numero e
tamanho. O nimero dessas células varia de espécie para espécie, sendo abundante no gato
e porco, em menor nimero em homens e ratos e escasso em algumas espécies de aves
(HOOKER, 1970).



1.1.2- O compartimento tubular e as células de sustentacéo

E no compartimento tubular ou tGbulo seminifero que ocorre a producdo de
espermatozéide em um processo denominado espermatogénese. Este compartimento
tubular é constituido por um epitélio estratificado composto por dois diferentes tipos
celulares que sdo as células de sustentacdo, ou células de Sertoli, e as células que
constituem a linhagem espermatogénica (DELLMANN & WROBEL, 1982; JUNQUEIRA
& CARNEIRO, 1999). As células da linhagem espermatogénica dispdem-se em quatro a
oito camadas que ocupam o espaco entre a ldamina basal e a luz do tabulo (JUNQUEIRA &
CARNEIRO, 1999).

A espermatogénese é subdividida em trés fases:

e Espermatocitogénica;

e Meiotica;

e Espermiogénica (DELLMANN & WROBEL, 1982).

A célula tronco espermatogénica é a espermatogdnia, uma célula dipldide
(DELLMANN & WROBEL, 1982), adjacente a membrana basal (GARNER & HAFEZ,
1988), que passa por um processo de multiplicacdo mitética denominado de
espermatocitogénese. O numero de divisdes mitéticas € dependente da espécie mas, em
geral, podem ser distinguidos trés tipos de espermatogdnias com diferengas morfoldgicas
sutis: tipo A, tipo intermediaria e tipo B. A divisdo mitotica de uma espermatogdnia tronco
tipo A resulta numa célula a qual inicia o processo espermatogénico e outra nova célula-
fonte que permanece quiescente até que os descendentes da outra célula filha originem os
espermatdcitos primarios. Estes espermatocitos primarios sao oriundos da Ultima divisao
mitotica da espermatogénia B (DELLMANN & WROBEL, 1982).

Os espermatdcitos primarios entram na primeira fase da divisdo meidtica,
resultando nos espermatocitos secundarios e, em seguida, passam para a segunda divisdo da
meiose resultando nas espermétides arredondadas (DELLMANN & WROBEL, 1982;
GARNER & HAFEZ, 1988).

As entdo formadas espermatides arredondadas passam por diversas transformacdes
nucleares e citoplasmaticas diferenciando-se em espermatozdides, processo este
denominado de espermiogénese (GARNER & HAFEZ, 1988; DELLMANN & WROBEL,



1982). O conjunto de células espermatogénicas originado de uma espermatogdnia B se
mantém unido por pontes citoplasmaticas, sendo interrompidas na liberacdo dos
espermatozdides para a luz dos tubulos seminiferos (DELLMANN & WROBEL, 1982).

O compartimento tubular é constituido também por células piramidais, alongadas,
com contorno irregular, cujas bases largas apoiam sobre a membrana basal, denominadas
de células de sustentacdo ou células de Sertoli. Tais células ndo se dividem com frequéncia,
mas sao mais resistentes as agressdes adversas ao testiculo. Estas células exercem funcdes
nutritiva, protetora e de sustentacdo para as células espermatogénicas. S&o ainda
responsaveis pela fagocitose dos espermatozdides em degeneracdo e corpos residuais
destacados das espermatides, liberam o0s espermatozdides para a luz do tdbulo
(JUNQUEIRA & CARNEIRO, 1990; GARNER & HAFEZ, 1988; DELLMANN &
WROBEL, 1982) e participam da sincronizacdo do processo espermatogénico. Estas
células sdo contiguas e apresentam reentrancias citoplasmaticas onde se alojam as células
da linhagem espermatogénica (JUNQUEIRA & CARNEIRO, 1990), formando junges
intercelulares acima das espermatogoénias. Assim, subdividi o epitélio seminifero em dois
compartimentos: o basal, contendo as espermatogbnias e 0s espermatdcitos primarios em
pré-leptoteno, e o adluminal, contendo as formas mais avancadas dos espermatdcitos e as
espermatides. A principal acdo destas juncBes entre as células adjacentes é a formacao de
uma barreira de difuséo fisioldgica no interior dos tubulos, a barreira hemato-testicular, que
garante um ambiente constante no compartimento luminal, sem interferéncias externas.
Além disso, é responsavel, também, pela manutencdo de concentracBes especificas de
enzimas inibidoras, horménios gonadotroficos e da proteina ligadora de androgeno, a ABP
(GARNER & HAFEZ, 1988; DELLMANN & WROBEL, 1982). Esta proteina ABP ¢
secretada e liberada pelas células de Sertoli e se liga com muita afinidade a testosterona,
garantindo concentracfes elevadas deste hormdnio no tubulo seminifero (GARNER &
HAFEZ, 1988; JUNQUEIRA & CARNEIRO, 1990).



1.2- A biopsia testicular

A Dbidpsia testicular € muito utilizada, em humanos, para diagnostico de
azospermia obstrutiva ou ndo obstrutiva e para classificacdo de oligospermia, auxiliando na
prescricdo de um protocolo de tratamento e no prognostico (THRELFALL & LOPATE,
1993). Da mesma forma, é recomendada para diagndstico de azospermia em cées e demais
espéecies domésticas (FINCO, 1974; ATTIA et al., 2000), podendo fornecer informacéo
adicional sobre o estado espermatogénico de animais inférteis, assim como a etiologia, 0
tratamento e o prognéstico (LOPATE et al., 1989). Porém, tal técnica é utilizada com
receio devido a possibilidade do ato cirurgico ocasionar lesdes no parénquima testicular que
possam afetar a qualidade espermatica e fertilidade, por invadir a barreira hemato-testicular
(HEDGER, 1997).

ATTIA et al. (2000) concluiram que a bidpsia testicular pode induzir a formacao
de anticorpos antiespermatozéides, mas ndo o suficiente para interferir na producéo e na
motilidade destes de forma negativa. Em seu experimento detectaram uma queda na
producdo espermatica durante duas semanas ap0s a realizacdo da biopsia, associada a uma
producéo dos referidos anticorpos, mas a associagdo do aparecimento de anticorpos e a
queda na porcentagem de espermatozoides normais nao foram clinicamente significativas.
Apds este periodo, a producdo espermatica retornou aos niveis normais e a quantidade de
anticorpos comecou a declinar. Assim, as alteracfes testiculares que ocorrem apds o
procedimento cirurgico ndo aparentam ter um efeito de longa duracdo na producédo
espermatica.

O efeito da bidpsia sobre a motilidade espermética e a porcentagem de
espermatozdides anormais € bastante variavel. Segundo SYKES et al. (1949) uma Unica
bidpsia, unilateral, ndo causaria alteracdes nestes parametros. Porém, sucessivas bidpsias,
mesmo no testiculo contralateral, acarretariam em efeito adverso, diminuindo a motilidade

e aumentando a porcentagem de espermatozoides com defeitos morfologicos.



1.3- O lobo-guara

O lobo-guard (Chrysocyon brachyurus) (Fig. 1) representa a maior espécie de
canideo da América do Sul, ocorrendo do nordeste do Brasil (exceto areas costais) ao norte
da Argentina, Paraguai, leste e oeste da Bolivia até o Peru (FLETCHALL, 2000). Estes
animais habitam, preferencialmente, areas abertas e semi-abertas, especificamente areas de
varzeas, matas arbustivas e baixadas com capoeirdes (DIETZ, 1984).

De acordo com a regido, é conhecido por boroche (Bolivia), aguara guazu
(Paraguai e Argentina) e lobo de crina (Bolivia e Peru) (DIETZ, 1984, FLETCHALL,
2000). Acredita-se que os lobos-guaras se desenvolveram nos planaltos centrais do Brasil,
durante a era pleistocena, de um ancestral canideo (FLETCHALL, 2000) e foram
morfologicamente adaptados para habitar o cerrado (DIETZ, 1984). O seu nome cientifico,
Chrysocyon brachyurus, significa cdo dourado de cauda pequena, onde Chrysocyon é
cachorro dourado e brachyurus é cauda curta (WIELOCH et al., 1997).

Figura 1: Lobo-guard (Chrysocyon brachyurus) de aproximadamente 3 anos de idade
mantido pelo Centro de Triagem de Animais Silvestres do Departamento de Veterinaria da

Universidade Federal de Vigosa



1.3.1- Biologia

Os lobos-guaras sdo atipicos em sua aparéncia, possuem patas longas (75 a 90 cm
de altura de cernelha), permitindo-os se locomover e observar acima da vegetacdo alta do
cerrado (DIETZ, 1984; FLETCHALL, 2000; WIELOCH et al.,, 1997) e 1,30 cm de
comprimento do corpo (WIELOCH et al., 1997). A pelagem é vermelho-ferrugem no
corpo, com focinho e regido distal dos membros marrom escuro ou preto. A regido ventral
do pescoco, as partes internas das orelhas e ponta da cauda séo de coloragcdo branca. Os
pelos da regido dorsal do pescoco e dos ombros sdo maiores do que no restante do corpo e
se ericam durante encontros agonisticos, o que justifica a denominacdo de lobo de crina
(DIETZ, 1984; FLETCHALL, 2000). De acordo com DIETZ (1984), alguns autores
especularam que os membros longos destes animais foram uma adaptagdo para melhor
visualizacdo e locomocéo através da vegetagdo alta e ndo para corridas velozes.

Apesar do tamanho é um animal medroso e geralmente foge de locais habitados
pelo homem (DIETZ, 1984, WIELOCH et al., 1997). Porém, a reducéo das areas naturais
tornou-o mais proximo do homem, podendo ser visto nas sedes das fazendas atraidos pela

presenca de animais domesticos, preferencialmente galinheiros (DIETZ, 1984).

1.3.2- Habhitos alimentares

Os lobos-guards sdo onivoros e se alimentam oportunamente de uma dieta
diversificada. As mudancas sazonais na disponibilidade de comida resultam em mudancas
nos componentes da dieta. Alimenta-se basicamente de frutas da regido, pequenos
mamiferos (roedores, tatus), répteis e ovos de aves (DIETZ, 1984; FLETCHALL, 2000).
Apreciam uma fruta tipica do cerrado, grande, pesada, de polpa amarela e sabor adocicado
denominada popularmente como lobeira (Solanum lycocarpum), que produz o ano todo
(DIETZ, 1984; FLETCHALL, 2000; WIELOCH et al., 1997).



1.3.3- Organizacao social

Os lobos-guaras tem habitos noturnos e crepusculares, ocupam uma area média de
30 km?. Sdo animais facultativamente monogamicos, podendo casais dividir a mesma area,
mas raramente S0 Vistos juntos, exceto durante a estacdo de reproducdo (abril a junho)
(DIETZ, 1984; FLETCHALL, 2000; WIELOCH et al., 1997). Normalmente sdo animais
predominantemente solitarios que mantém a individualidade e limites dos territdrios
(DIETZ, 1984).

Os territorios sdo demarcados por locais especificos de defecacédo e urina (DIETZ,
1984; FLETCHALL, 2000; WIELOCH et al., 1997), freqlientemente proximo aos locais de
descanso, aos esconderijos, trilhas e em superficies elevadas como rochas e cupinzeiros.
Estas demarcacdes informam a presenca de um lobo-guara na area enfatizando a posse da
mesma aos demais animais (DIETZ, 1984; FLETCHALL, 2000). Em alguns casos, 0s
limites territoriais sdo barreiras fisicas como estradas, sulcos, cordilheiras e cérregos
(DIETZ, 1984). Territorios de animais de mesmo sexo ndo se sobrepdem (DIETZ, 1984;
FLETCHALL, 2000).

Outra forma de comunicagdo comum é a voz, emitindo um rugido-Ilatido,
prolongado e profundo, como sinalizacdo de sua presenca dentro do territorio (DIETZ,
1984; FLETCHALL, 2000; WIELOCH et al., 1997), semelhante ao uivo de um céo
doméstico de raca grande (DIETZ, 1984). A area familiar € a mesma por toda a vida, sendo
ocupada por animais némades periféricos, quando da morte ou abandono do seu habitante
(DIETZ, 1984; FLETCHALL, 2000). Os lobos-guards sdo mais ativos durante a noite,
engquanto durante o dia descansam a maior parte do tempo sobre gramas e arbustos
proximos a nascentes de pequenos corregos ou em locais de vegetacdo densa. Logo apos o
entardecer, deixam seus locais de descanso e se locomovem pelos seus territorios em busca
de alimento pelos campos e cerrados abertos (DIETZ, 1984; WIELOCH et al., 1997).



1.3.4- Reproducéo

As fémeas de lobo-guard sdo monoestrais, ciclam uma vez ao ano e o estro dura
em torno de 5 dias. De uma gestagéo de 63 — 67 dias, nascem de 2 a 5 filhotes (DIETZ,
1984; FLETCHALL, 2000), na maioria das vezes durante a estacdo seca. As fémeas
escondem alimentos na toca antes de parir. Utilizam, para fazer seu ninho, locais como
afloramento de rochas, pontos baixos nos capinzais e cupinzeiros abandonados
(FLETCHALL, 2000). Os filhotes apresentam pelagem negra e ponta da cauda branca, séo
amamentados por aproximadamente dois meses, sendo a dieta complementada por
alimentos regurgitados por ambos os pais (FLETCHALL, 2000; WIELOCH et al., 1997).

Poucos trabalhos sdo observados na literatura sobre fisiologia reprodutiva em
lobos-guaras, principalmente no macho. Em fémeas, WASSER et al. (1995) e GROSS et al.
(1991), avaliaram o ciclo reprodutivo a partir de dosagens de hormonios fecais, observando
um surgimento de estrégeno seguido de aumento sustentado dos niveis de progesterona,

durante o cio.

2.0- Objetivos e justificativa

Poucos relatos sobre a reproducdo do lobo-guara em vida livre ou em cativeiro sdo
disponibilizados na literatura, principalmente em relagdo aos aspectos basicos da
morfologia reprodutiva. O desenvolvimento de protocolos de reproducdo assistida em
especies da fauna brasileira que se encontram ameacadas de extin¢do, como o lobo-guara, é
essencial para garantir a sobrevivéncia e proliferacdo destes animais. A utilizacdo de
biotécnicas reprodutivas, associadas a preservacdo do seu habitat natural, pode possibilitar
um aumento do numero de individuos, auxiliando a sobrevivéncia da espécie. Tais
protocolos de reproducdo assistida em machos focam inicialmente a coleta e conservacdo
criogénica de sémen. Para isto, torna-se necessario um conhecimento basico do testiculo e
do processo espermatogénico. Neste sentido o presente trabalho objetiva subsidiar alguns

dados do processo espermatogénico tais como:
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a) determinar a morfometria macro e microscopica dos testiculos, incluindo
proporcdes volumétricas entre seus componentes e diametro dos tubulos e altura do epitélio
seminifero;

b) calcular o comprimento do tabulo seminifero, total e por grama de testiculo;

c) calcular o indice gonadossomatico e tubulossomatico;

d) descrever a morfologia das células da linhagem espermatogénica e das células
de Sertoli, utilizando microscopia de luz, com a descricdo dos estadios que compdem o
ciclo do epitélio seminifero de acordo com o método da morfologia tubular e célculo de
suas freqliéncias relativas;

e) determinar a populacéo celular dos tabulos seminiferos ao longo do estadio 1
do ciclo e célculo do rendimento intrinseco da espermatogénese;

f) determinar as relagbes quantitativas entre células da linhagem
espermatogénica e células de Sertoli;

g) calcular a duracdo do ciclo do epitélio seminifero.
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4.0 - BIOMETRIA MACRO E MICROSCOPICAS DOS
COMPONENTES TESTICULARES EM LOBO-GUARA
(Chrysocyon brachyurus, Illiger, 1811) ADULTO

Resumo

Os parametros de biometria macro e microscopicas testicular sdo de suma
importancia no desenvolvimento de protocolos para reproducgédo assistida nas diferentes
especies. Foram estudados no presente experimento quatro lobos-guaras adultos
provenientes de cativeiro, que pesaram em média 31,5 kg, com massa testicular média de
6,3 g, apresentando assim indice gonadossomatico de 0,04%. O volume médio de tubulos
seminiferos por testiculo foi de 4,81 ml, o que representou cerca de 79,3% do parénquima
testicular. Em relacdo a massa corporal, cerca de 0,03% desta é alocada em tubulos
seminiferos, constituindo o indice tubulossomatico. O lobo-guara apresentou cerca de 18
metros de tdbulo seminifero por grama de testiculo. O diametro do epitélio seminifero foi
em média 227,3 um. Os valores registrados neste estudo encontram-se dentro da amplitude

observada para as demais espécies domésticas e selvagens ja estudadas.

Palavras chaves: lobo-guar, testiculo, biometria testicular, tibulo seminifero, bidpsia

testicular.
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4.1) Introducéo

O lobo-guaréd (Crysocion brachyurus) € incluido entre as espécies animais da
fauna brasileira ameacadas de extin¢cdo, segundo a lista oficial publicada pelo Instituto
Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos Naturais Renovaveis (IBAMA, 2003). Dentre
os principais fatores, a destruicdo de seu habitat, a caca predatdria, e os atropelamentos
registrados em rodovias, sdo os mais implicados na reducdo de sua populagédo
(CARVALHO, 1976; DIETZ, 1984). Este carnivoro, de cor vermelho dourado e patas
enegrecidas, pode chegar a uma altura de 80 cm e 1,30 cm de comprimento do corpo
(WIELOCH et al., 1997). Apesar do tamanho é um animal medroso e, geralmente, foge de
locais habitados pelo homem (DIETZ, 1984, WIELOCH et al., 1997).

Poucos relatos sobre a reproducdo do lobo-guara em vida livre ou em cativeiro séo
disponibilizados na literatura, principalmente em relagdo aos aspectos béasicos da
morfologia reprodutiva.

A biometria testicular associada ao conhecimento da proporcéo volumétrica dos
componentes testiculares e a quantificacdo da populacdo celular no epitélio seminifero é
fundamental & determinacdo da taxa de producdo espermética, que &€ um pardmetro
essencial para o desenvolvimento e aplicacdo de técnicas de reproducao assistida, as quais
podem contribuir enormemente para a preservacao de espécies ameacadas (ROOSEN-
RUNGE & GIESEL Jr., 1950; COUROT et al., 1970; ORTAVANT et al., 1977;
GUERRA, 1983; FRANCA, 1991, GUIAO LEITE, 2002).
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4.2) Material e métodos

Foram utilizados fragmentos testiculares obtidos através de biopsia de trés lobos
guard, com idade de quatro, sete e dez anos mantidos pela Fundacdo Zoobotéanica de Belo
Horizonte, Minas Gerais e de um lobo-guara de trés anos de idade mantido pelo Centro de
Triagem de Animais Silvestres da Universidade Federal de Vigosa.

Para o procedimento cirdrgico e mensura¢do dos testiculos, cada animal foi
contido quimicamente, com auxilio de dardos anestésicos, e mantido sob anestesia geral
utilizando associacao de cloridrato de quetamina (10 mg/kg de peso) e xilazina (1 mg/kg de
peso). Depois de anestesiados, 0s animais foram pesados e, através de palpacdo percutanea,
foi verificada a integridade dos testiculos bem como mensuradas suas dimensdes externas
de comprimento, largura e espessura com 0 uso de um paquimetro. Estas dimensfes
testiculares externas foram utilizadas na férmula 4/3n (ABC), onde A representa metade do
comprimento, B metade da largura e C metade da espessura, para o calculo do volume
testicular, conforme GUIAO LEITE (2002).

Apds a mensuracdo dos testiculos, foram feitas tricotomia e antissepsia local do
escroto. A pele e a tunica fibrosa foram incisionadas e, com o uso de um “punch” de pele
de 4 mm de didmetro, obteve-se um fragmento o qual foi imediatamente imerso em solugéo
fixadora de aldeido glutarico (Merck®) 4% em tampéo fosfato 0,1M pH 7,4, & temperatura
ambiente sendo, posteriormente, armazenado sob refrigeracdo, no mesmo tampédo, até o
processamento histoldgico. Os fragmentos removidos com o “punch” apresentavam forma
cilindrica e, para a inclusdo, foram orientados de forma que fossem obtidos cortes
histologicos paralelos a sua base. A albuginea testicular, a tunica fibrosa e a pele foram
suturadas individualmente, com pontos simples separados, utilizando fio absorvivel
sintético poliglactina 910 (Vicril®, 3-0 — Ethicon). No final do procedimento, cada animal
foi medicado com agentes antiinflamatdrio (Flunixin Meglumine, Banamine — Schering-
Plough S/A, 1,1 mg/kg de peso) e antibidtico (penicilina, 20.000 Ul/kg de peso).

Todos os fragmentos foram processados para estudos em microscopia de luz e,
para tal, foram desidratados em bateria de &lcoois de concentragdes crescentes (70°, 80°,

90° e 100° GL) por uma hora cada, infiltrados em dois banhos de resina pléstica & base de
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glicol metacrilato (Historesin, Leica Instruments) e incluidos, na mesma resina, a qual foi
adicionado catalisador (dimetil sulfoxido).

A albuginea do fragmento foi removida e incluida separadamente orientada
perpendicularmente a superficie de corte. Foram obtidos cortes de quatro micrémetros (4 p
m) de espessura em micrétomo rotativo (Reichert - Jung Modelo 2045 Multicut) dotado de
navalha de vidro. Estes cortes foram obtidos de forma seriada com intervalos de 40um,
montados sobre lamina de vidro e corados com Azul de Toluidina—Borato de Sodio a 1%,
no Laboratdrio de Biologia Estrutural do Departamento de Biologia Geral da UFV.

A estimativa do volume ocupado pela albuginea testicular foi calculada a partir da
mensuracdo, com auxilio de uma ocular micrométrica 10X e objetiva de 10X em
microscopio Optico (Olympus CX 40), da espessura media da albuginea em cortes
histologicos perpendiculares. Para tal, foi subtraido do volume calculado para o testiculo, o
volume calculado atraves das dimens@es testiculares, descontados o valor médio da
albuginea testicular.

O volume calculado para o testiculo dos animais foi considerado como peso, visto
que a densidade volumétrica do testiculo de mamiferos é aproximadamente 1,0 (PAULA,
1999). Inferindo-se ao peso corporal o peso de ambos os testiculos, foi calculado o indice
gonadossomatico (IGS), que representa o percentual de massa corporal alocado em
testiculos.

Para célculo da propor¢do volumétrica ocupada pelo tibulo seminifero e espacgo
intertubular, foram obtidas 25 imagens aleatdrias dos cortes histoldgicos, em microscopio
optico equipado com camara digital (TCL - 984P). Estas imagens foram analisadas em
monitor de microcomputador de 14 polegadas, com aumento final de aproximadamente
1000 vezes. Uma graticula composta por 441 interseccdes, foi aplicada sobre as imagens.
Estas intersec¢des foram computadas como pontos coincidentes ao tubulo seminifero e
espaco intertubular. Assim, para cada animal foram computados um total de 11.025 pontos
no parénquima testicular. Com a proporcdo volumétrica do tubulo seminifero e espaco
intertubular no volume testicular, foi possivel o calculo do volume total de cada um destes

componentes testiculares.
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Sobre o valor calculado para o indice gonadossomatico, foi inferido o percentual
ocupado pelo tabulo seminifero, para a estimativa do percentual do peso corporal alocado
em tabulos seminiferos, ou seja, o indice tubulossomatico (ITS).

Para a estimativa do didmetro medio dos tdbulos seminiferos foram mensuradas 20
seccOes transversais de tubulos com o contorno mais circular possivel. Para tanto, as
medidas foram feitas com auxilio de uma ocular micrométrica 10X e objetiva de 10X em
microscopio oOptico. O comprimento do tubulo seminifero foi calculado com base na
formula de volume de um cilindro, onde o seu comprimento representa o volume dividido
pela area da base. Assim, o volume total de tubulos seminiferos dividido pelo valor
calculado da 4rea de sua seccdo transversal (m (diametro médio/2)?), correspondeu ao
comprimento total de tdbulo seminifero por testiculo.

Os dados sdo apresentados em valores médios e respectivos desvios padrao.
Quando necessario, alguns dados foram comparados com nivel de significancia de 5%

quanto a diferencas entre as médias, através do programa Microsoft Excel.

4.3) Resultados e discussao

Os animais apresentaram peso corporal médio de 31,5 kg (Tab. 1), semelhante ao
descrito por FLETCHALL (2000) para animais em cativeiro. Segundo SHELDON (1992)
animais de vida livre atingem em média de 20 a 23kg. O peso dos testiculos foi estimado a
partir das dimensfes testiculares, ndo sendo observada diferenga estatisticamente
significativa entre os antimeros direito e esquerdo (Tab. 1). A média deste parametro em
lobo-guara oscilou entre 6,29 a 6,39 g. A relacdo entre testiculo e peso corporal nas
diferentes espécies ndo esta relacionada com o tamanho e localizacéo do testiculo, forma do
corpo ou modo de locomogdo (terrestre, aquatico ou aéreo), porém, mamiferos de menor
porte tendem a alocar maior proporcdo de massa corporal em testiculos, que os de maior
porte (KENAGY & TROMBULAK, 1986). O lobo-guara apresenta cerca de 0,04% do
peso corporal alocado em testiculo, ou seja, indice gonadossomatico (Tab. 1) menor do que
0,1% computado em cdes SRD (PAULA, 1992) e 0,07% em gatos domésticos (GODINHO,
1999), porém muito préximo aos 0,03% observado no puma (GUIAO LEITE, 2002), outro
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carnivoro de massa corporal semelhante (Tab. 4). De maneira geral os carnivoros
apresentam baixo investimento de massa corporal em testiculos (KENAGY &
TROMBULAK, 1986).

Tabela 1 — Biometria macro e microscopica do testiculo de lobo-guara adulto.

Parametro n Média + Desvio padrdo
Massa corporal (Kg) 4 31,5+ 3,39
Massa testicular direita (g) 4 6,29 + 3,18 *
Massa testicular esquerda (g) 4 6,39 +2,85*
indice gonadossomatico (%) 4 0,04 £ 0,02
indice tubulossomatico (%) 4 0,03+ 0,01

*valores estatisticamente semelhantes p>0,05

O tamanho relativo dos testiculos correlaciona-se funcionalmente com o sistema de
acasalamento (DIXSON, 1993) e desta forma, espécies de mamiferos onde uma fémea
cruza com varios machos durante o periodo fértil do ciclo ovariano, apresentam maiores
indices gonadossomaticos em relacdo as espécies onde um Unico macho é responsavel pela
copula. Isto se deve ao fato de, no primeiro caso, haver necessidade de maior producao
espermatica, uma vez que a competicdo pela fertilizacdo ocorre no interior do trato genital
feminino. Assim, o menor indice gonadossomatico observado para o lobo-guara e para a
onca parda em relagdo ao gato e cdo doméstico parece ser reflexo de suas maiores massas
corporais e do seu comportamento reprodutivo no qual raramente uma fémea copula com
mais de um macho durante o cio (DIETZ, 1984; FLETCHALL, 2000).

Para os calculos quantitativos de producdo espermatica, torna-se necessario a
compartimentalizagdo do testiculo em seus diferentes componentes funcionais e estruturais.
A estimativa da propor¢do volumétrica testicular destes componentes inicia-se com o
calculo do volume ocupado pelo parénquima testicular, que representa o volume total do
testiculo descontado o percentual da albuginea e mediastino testiculares. Na maioria dos
animais domésticos estes ocupam entre 10 a 15% (FRANCA & RUSSELL, 1998). Como
nos lobos-guards do presente estudo utilizou-se apenas fragmentos obtidos através de
bidpsia testicular, ndo foi possivel o acesso a dados sobre o mediastino testicular sendo,
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porém, possivel estimar a espessura da albuginea testicular em cada animal e, por meio
deste parametro, calcular seu volume médio, que variou de 0,59 a 0,64 ml, representando
cerca de 11% do volume testicular (Tab. 2). Segundo OLAR et al. (1983), o volume
ocupado pela albuginea testicular em cées é de cerca de 6,0%.

O tdbulo seminifero é o principal componente do testiculo nos mamiferos,
exercendo grande influéncia sobre a massa testicular e a producao espermatica (AMANN,
1970). Sua proporcdo volumétrica pode variar de 61 a 86% em animais domésticos de
producdo (FRANCA & RUSSELL, 1998), enquanto que, em mamiferos, a menor
propor¢cdo volumétrica foi observada em capivaras, onde apenas 50% do parénquima
testicular € composto por tabulos seminiferos (PAULA, 1999). O volume médio de tabulos
seminiferos observado em lobos-guaréds foi de 4,81 ml por testiculo, o que representou
cerca de 79,3% do parénquima testicular (Tab. 2), sendo esta propor¢do volumétrica menor
gue os quase 90% observados no gato (GODINHO, 1999) e no cdo (PAULA &
CARDOSO, 1994) (Tab.4). Em relacdo a massa corporal, o lobo-guara apresenta cerca de
0,03 % desta alocada em tubulos seminiferos, ou seja, o indice tubulossomatico (Tab. 1), a
onca parda apresenta cerca de 0,02% sendo no cdo e gato domésticos este indice bem
superior, respectivamente de 0,08 e 0,06% (PAULA, 1992; GODINHO, 1999) (Tab. 4).

Tabela 2. Proporcdo volumétrica e volume médio dos componentes testiculares em lobo-

guara adulto.

Parametro n Média + Desvio padrao
Tubulo seminifero (%) 4 79,3317,3
Volume de tabulo seminifero (ml) 4 4,81+2,9
Espaco intertubular (%) 4 19,9748,3
Volume de espaco intertubular (ml) 4 1,06+0,4
Albuginea (%) 4 11,18+1,1
Volume de Albuginea (ml) 4 0,67+0,2
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O diametro do tdbulo seminifero permanece relativamente constante nos animais
ndo sazonais e sexualmente maduros (PAULA, 1999; GUIAO LEITE, 2002), embora, 0
valor tipicamente observado nos animais domesticos de producdo apresenta uma variacao
de 170 a 275um (FRANCA & RUSSELL, 1998). O lobo-guara apresenta diametro médio
dos tabulos seminiferos de 227 um (Tab. 3), 0 mesmo valor registrado na onga parda,
muito préximo ao observado no gato doméstico (GODINHO, 1999) e acima do registrado
no cdo (PAULA, 1992) (Tab. 4).

O comprimento total do tdbulo seminifero é calculado a partir do volume total de
tubulos seminiferos dividido por sua area de seccdo transversal. O lobo-guara apresenta em
média 109 metros de tubulo seminifero por testiculo (Tab. 3), parametro este diretamente
relacionado ao tamanho do testiculo. Porém, uma comparacédo entre diferentes espécies ndo
é significativa visto a grande variacdo no tamanho testicular. Assim, o comprimento tubular
por grama de testiculo é um parametro mais acurado para a comparacgéo interespecifica. O
lobo-guara apresenta cerca de 18 metros de tabulo seminifero por grama de testiculo (Tab.
3), mesmo valor observado em onca parda (GUIAO LEITE, 2002) e préximo ao descrito
para a maioria dos animais domesticos de producdo (FRANCA & RUSSELL, 1998). O
gato doméstico apresenta cerca de 23m de tdbulo por grama de testiculo (GODINHO,
1999), denotando maior investimento na producdo espermatica em gatos domeésticos, em
relacdo a estas espécies silvestres, reafirmando diferencas quanto as estratégias

reprodutivas (Tab. 4).

Tabela 3 — Diametro tubular médio e o comprimento do tdbulo seminifero em lobo-guara

adulto.

Parametro n Média + Desvio padrao
Diametro tubular (um) 4 227,35+53,3
Comprimento de tdbulo seminifero* (m/g) 4 17,9345,3
Comprimento total de tibulo seminifero** (m) 4 109,26+49,0

*Comprimento de tabulo seminifero por grama de testiculo e ** por testiculo.
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Tabela 4 — Tabela comparativa de indice gonadossomatico (IGS), indice tubulossomatico
(ITS), volume, didmetro e comprimento de tubulo seminifero entre quatro espécies.

IGS ITS Tdbulo seminifero  Diametro do tubulo Comprimento do Ref.

(%) (%) V(%) (um) tubulo (m/g)
Lobo-guara 0,04 0,03 79,3 227,3 17,9
Cao domeéstico 0,10 0,08 88,2 175,0 1
Gato doméstico 0,07 0,06 90,0 223,0 23,0 2
Onca parda 0,03 0,02 78,0 227,3 18,2 3

1-PAULA, 1994.
2 — GODINHO, 1999.
3 - GUIAO LEITE, 2002.
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5.0- A POPULACAO CELULAR DO EPITELIO SEMINIFERO E
INDICES INDICATIVOS DA PRODUCAO ESPERMATICA EM
LOBO-GUARA (Chrysocyon brachyurus, Illiger, 1811) ADULTO

Resumo

O estudo do processo espermatogénico torna-se extremamente relevante, subsidiando com
informacdes basicas o desenvolvimento e sedimentacdo de tecnologias em reproducao
assistida. Embora o lobo-guard (Chrysocyon brachyurus) seja o maior canideo das
Américas pouco se sabe a respeito de sua morfofisiologia testicular, incluindo a sua
espermatogénese. Neste trabalho, estimou-se que a espessura média do epitélio seminifero
de lobos-guaras foi de aproximadamente 75,7 um e que cerca de 12,0 espermatdcitos
primarios sao produzidos a partir de uma espermatogonia do tipo A. O rendimento meidtico
foi em torno de 1,9 células, o que equivale a uma perda de 53% durante a meiose 0
rendimento geral da espermatogénese foi de 22,6 células. Cada célula de Sertoli é capaz de

sustentar cerca de 7,6 espermatides arredondadas.

Palavras chaves: Lobo-guar, testiculo, epitélio seminifero, producio espermatica,

bidpsia testicular
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5.1) Introducéo

O lobo-guard tem ampla distribuicdo, desde as terras baixas da Bolivia,
adentrando o Paraguai e Norte da Argentina. No Brasil, habita as areas de cerrados e
campos do Centro-Oeste, Sudoeste e Sul do pais (DIETZ, 1984; WASSER et al., 1995).
Hoje sua populacéo esta restrita as areas protegidas ou afastadas do Cerrado brasileiro e em
algumas &reas na Bolivia e no Paraguai.

Este carnivoro, de cor vermelho dourado e patas enegrecidas, pode chegar a uma
altura de 80 cm e 1,30 cm de comprimento do corpo (WIELOCH et al., 1997). Apesar do
tamanho é um animal medroso e, geralmente, foge de locais habitados pelo homem
(DIETZ, 1984, WIELOCH et al., 1997). O lobo-guara é plenamente adaptado ao cerrado,
habita preferencialmente, &reas abertas e semi-abertas, especificamente areas de vérzeas,
matas arbustivas e baixadas com capoeirdes (DIETZ, 1984). E um animal territorialista,
ocupando uma area de 25 a 30 Km?, dependendo da distribuicio e abundancia de recursos
alimentares (KLEIMAN et al., 1973). Assim, o desenvolvimento agropecuario tem
ameacado o seu habitat reduzindo as areas naturais no Brasil Central, que vém sendo
convertidas em areas de cultivo e pastagem para criacdo de gado, reduzindo drasticamente a
disponibilidade de abrigos para a reproducdo, protecdo e descanso, como também a oferta
quali-quantitativa de alimentos (CARVALHO, 1976; DIETZ, 1984; WASSER et al., 1995).

Uma importante contribuicdo para a conservacdo de espécies ameacadas € o
conhecimento de sua biologia reprodutiva, principalmente em seus aspectos basicos, o que
gera subsidios para o desenvolvimento de biotécnicas de reproducdo assistida. Neste
sentido, o estudo gquantitativo do processo espermatogénico é de suma importancia.

No epitélio seminifero um rigoroso arquitetamento € observado, a medida que as
células da linhagem espermatogénica progridem das camadas mais basais para o lume
tubular, uma sequéncia de transformacdes € processada para a formacdo dos
espermatozdides. A determinagdo da taxa de producdo espermatica nas diferentes espécies
domésticas tem sido usada com o objetivo de melhorar o manejo e a exploracdo dos
reprodutores de destacado potencial genético (AMANN, 1970; AMANN &
SCHANBACHER, 1983; FRANCA, 1991). A quantificacho e avaliagdo dos

espermatozdides ejaculados permitem a andlise da producdo e correlacdo com achados
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histol6gicos e biométricos testiculares em uma dada espécie, o que leva o desenvolvimento
de técnicas de criopreservacdo de sémen. Em espécies ameacadas de extin¢ao esta préatica
torna-se indispensavel para a adequacdo de biotécnicas reprodutivas, importantes na
preservacao destas espécies, tais como formacdo de bancos de germoplasma e translocagdo

de material genético entre individuos de vida livre e de cativeiro.

5.2) Material e Métodos

Foram utilizados fragmentos testiculares obtidos através de biopsia de trés lobos-
guaras, com idade de quatro, sete e acima de dez anos mantidos pela Fundacdo Zoobotanica
de Belo Horizonte, Minas Gerais e de um lobo-guaré de trés anos de idade mantido pelo
Centro de Triagem de Animais Silvestres da Universidade Federal de Vigosa.

Para o procedimento cirdrgico e mensuracdo dos testiculos, cada animal foi
contido quimicamente, com auxilio de dardos anestésicos, e mantido sob anestesia geral
utilizando associacao de cloridrato de quetamina (10 mg/kg de peso) e xilazina (1 mg/kg de
peso).

Foram feitas tricotomia e antissepsia local do escroto, a pele e a tunica fibrosa
foram incisionadas e, com o0 uso de um “punch” de pele de 4 mm de diametro, obteve-se
um fragmento o qual foi imediatamente imerso em solucdo fixadora de aldeido glutérico
(Merck®) 4% em tampéo fosfato 0,IM pH 7,4, a temperatura ambiente, por 24 horas,
sendo, armazenado sob refrigeracdo, no mesmo tampao, até o processamento histologico. A
albuginea testicular, a tanica fibrosa e a pele foram suturadas individualmente com pontos
simples separados, utilizando fio absorvivel sintético poliglactina 910 (Vicril®, 3-0 —
Ethicon). No final do procedimento, cada animal foi medicado com agentes
antiinflamatério (Flunixin Meglumine, Banamine — Schering-Plough S/A, 1,1 mg/kg de
peso) e antibidtico (penicilina, 20.000 Ul/kg de peso).

Todos os fragmentos foram processados para estudos em microscopia de luz e,
para tal, foram desidratados em bateria de &lcoois de concentragdes crescentes (70°, 80°,
90° e 100° GL) por uma hora cada, infiltrados em dois banhos de resina pléstica & base de

glicol metacrilato (Historesin, Leica Instruments) e incluidos, na mesma resina, por adi¢do
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do catalisador (dimetil sulfoxido). Foram obtidos cortes de quatro micrémetros (4 um) de
espessura em micrétomo rotativo (Reichert - Jung Modelo 2045 Multicut) dotado de
navalha de vidro. Estes cortes foram obtidos de forma seriada com intervalos de 40um,
montados sobre lamina de vidro e corados com Azul de Toluidina — Borato de Sédio a 1% ,
no Laboratorio de Biologia Estrutural do Departamento de Biologia Geral da UFV.

Para a estimativa da espessura média do epitélio seminifero, foram mensuradas,
em 20 seccBes transversais de tdbulos com contorno mais circular possivel, as espessuras
epiteliais desde o lume a tanica propria, em dois pontos contralaterais, sendo considerado o
valor médio entre estes. Para tanto, as medidas foram feitas com auxilio de uma ocular
micrométrica 10X e objetiva de 10X em microscopio 6ptico (Olympus CX 40).

As populacdes de células germinativas e de células de Sertoli foram estimadas a
partir da contagem em quinze secc¢des transversais de tabulos seminiferos no estadio 1 do
ciclo do epitélio seminifero, considerando os seguintes tipos celulares:

- espermatogonias do tipo A,

- espermatdcitos priméarios em paquiteno,
- espermatides arredondadas,

- celulas de Sertoli.

A contagem obtida para cada tipo celular foi corrigida para o didmetro nuclear
médio e a espessura do corte, utilizando-se a formula de ABERCROMBIE (1946)
modificada por AMANN (1962). Pelo fato da célula de Sertoli apresentar nicleo irregular,
a correcao do numero das mesmas foi feito a partir do didmetro nucleolar médio. Neste
caso, somente nucleos com nucléolo evidente foram contados. A seguinte formula foi

utilizada:

Espessura do corte

Espessura do corte + (m)z - (DM)Z
2 4

Numero corrigido = contagem obtida x

30



O diametro nuclear médio (DM) foi obtido pela média das mensuracGes de 10
nucleos dos tipos celulares estudados, no estadio 1, em cada animal. No caso de células
com nucleos ovdides ou ligeiramente alongados, como alguns tipos de espermatogdnias,
utilizou-se a média entre 0 maior e o menor didmetro nuclear. As medidas nucleares foram
feitas utilizando-se uma régua micrométrica acoplada a ocular 10X em microscépio de luz
e com a objetiva de 100x.

A partir da populacdo dos diferentes tipos celulares do epitélio seminifero, foram
calculados o coeficiente de eficiéncia de mitoses espermatogoniais, 0 rendimento meiotico,

o rendimento geral da espermatogénese e o indice de célula de Sertoli.

5.3) Resultados e Discussao

O tdbulo seminifero é o principal componente do testiculo dos mamiferos,
exercendo grande influéncia sobre a massa testicular (AMANN, 1970). Por sua vez a
populacao celular do tabulo seminifero influencia diretamente seu didmetro e a espessura
epitelial, sendo estas mensuracdes classicamente utilizadas como indicadores da atividade
espermatogénica em investigacGes envolvendo a funcdo testicular (PAULA, 1999). A
espessura do epitélio seminifero, por ser mais influenciada pelo peristaltismo tubular do
que por variagcbes metodoldgicas, € provavelmente melhor que o didmetro tubular para
avaliacdo da atividade espermatogénica (PAULA, 1992). Em lobos-guaras a altura media
do epitélio seminifero foi de 75,7 um (Tab. 1), encontrando-se dentro da amplitude citada
para os animais domésticos (60 a 100 um) (FRANCA & RUSSELL, 1998), ligeiramente
maior que o observado para o cdo doméstico e onca parda (63 e 67 um, respectivamente)
(PAULA, 1992; GUIAO LEITE, 2002), porém extremamente semelhante aos valores
médios descritos para o gato doméstico (78 um) (GODINHO, 1999). Ainda em lobos-
guaras, comportamento semelhante foi observado para o diametro do tubulo seminifero
(item 4.0).

O epitélio seminifero é composto de um minimo de 4 camadas de células, as quais

correspondem a diferentes geracGes de células espermatogénicas em fases distintas no
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processo espermatogénico. Podem ser observadas cerca de 8 diferentes combinagdes entre
estas fases, denominadas estadios do ciclo do epitélio seminifero (GURAYA, 1987). Estes
estadios se sucedem em uma dada area do epitélio seminifero com o passar do tempo.
Assim, um ciclo do epitélio seminifero é a repeticdo de um mesmo estadio nesta area, e
significa a passagem de uma fase mais basal de uma geracdo de células espermaticas, para
uma fase mais desenvolvida, progredindo em direcdo a luz tubular e, conseqiientemente,
liberando o espago para uma nova geracdo (GUIAO LEITE, 2002). Cerca de 4,5 ciclos s&o
necessarios para completar todo o0 processo espermatogénico (AMANN &
SCHANBACHER, 1983).

Baseado em consideragdes funcionais, trés fase distintas podem ser observadas
durante o processo espermatogénico: a fase proliferativa, na qual as espermatogénias
sofrem rapidas e sucessivas divisdes mitoticas; a fase meidtica, na qual o material genético
é recombinado e segregado e a fase espermiogénica, onde as espermatides se transformam
em células estruturalmente equipadas para atingir e fertilizar o gameta feminino
(RUSSELL et al.,, 1990). O célculo populacional no estadio 1 do ciclo do epitélio
seminifero permite a estimativa da eficiéncia destas fases, através da razdo entre as
diferentes geracdes de células germinativas. Estas raz6es ou indices celulares referem-se ao
coeficiente de eficiéncia de mitoses espermatogoniais, ao rendimento meidtico e ao
rendimento geral da espermatogénese. Em lobo-guard, a populacdo corrigida de
espermatogbnias do tipo A, espermatdcitos primario em paquiteno, espermatides
arredondadas e células de Sertoli no estadio 1 em corte transversais do tbulo seminifero
estdo descritas na Tabela 1. A populagéo destes diferentes tipos celulares ndo permite uma
comparacdo direta interespecifica, uma vez que existem diferencas metodologicas,
principalmente na espessura do corte histolégico avaliado. Assim, sdo os dados das razdes
populacionais que permitem a comparagdo entre diferentes espécies, uma vez que reflete

numericamente a producao entre as diferentes fases do processo espermatogénico.
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Tabela 1. Espessura do epitélio seminifero e a populacdo celular corrigida no estadio 1 do

ciclo do epitélio seminifero em lobos-guarés adultos.

Parametros Médiazdesvio padrédo
Espessura do epitélio seminifero 75,7+£20,4
Populacdo de espermatogonias do tipo A 2,6£1,0
Populacdo de espermatocitos primarios em paquiteno 30,6£7,7
Populacao de espermatides arredondadas 57,6+£15,7
Populagdo de células de Sertoli 7,7£3,5

O coeficiente de eficiéncia de mitoses espermatogoniais € uma quantificagdo das
perdas ou degeneracdes ocorridas durante a fase espermatogonial. Estas degeneragdes
celulares referem-se a apoptoses, densidade dependentes, que visam a adequacdo da
populacdo de células germinativas a capacidade de suporte das células de Sertoli (DE
ROOIJ & LOK, 1987; SHARPE, 1994). O coeficiente de eficiéncia de mitoses
espermatogoniais é a razdo entre a populacdo de espermatdcitos primarios e a populacéo de
espermatog6nias do tipo A no estadio 1 do ciclo do epitélio seminifero. No lobo-guara
cerca de 12,0 espermatocitos primarios sdo produzidos a partir de uma espermatogénia do
tipo A (Tab. 2), valor este maior que o observado para o gato doméstico (8,4) (GODINHO,
1999), onca parda (7,7) (GUIAO LEITE, 2002), porém proximo ao relatado para o cio
domestico (13,7) (PAULA & CARDOSO, 1995) e para a amplitude observada deste
coeficiente para os animais domesticos de producdo (entre 14,6 a 24,8) (FRANCA &
RUSSELL, 1998).

O rendimento meiotico refere-se a eficiéncia das divisbes meidticas durante o
processo espermatogénico. Embora teoricamente 4 espermatides possam ser produzidas a
partir de um espermatdcito primario, uma perda significativa € observada nesta fase, sendo
que o periodo mais critico para que isto ocorra é a metafase, no fim da meiose (ROOSEN-
RUNGE, 1973). Uma perda de 5 a 30% é observada ao final da meiose nos animais
domesticos em geral (FRANCA & RUSSELL, 1998). O cdo e o gato domésticos
apresentam uma perda de aproximadamente 25% durante a meiose (PAULA & CARDOSO
1995; GODINHO, 1999), mesmo valor observado para a onca parda que, também,
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apresentou um rendimento meiético de 25% (GUIAO LEITE, 2002), enquanto o lobo-
guara apresenta cerca de 1,9 espermatides produzidos por espermatdcitos primarios (Tab.
2), 0 que representa uma perda média de aproximadamente 53% do valor tedrico esperado,
sendo uma perda acentuada, préximo ao observado em capivaras (PAULA, 1999).

Em todos os mamiferos investigados somente cerca de 15% a 30% dos
espermatozodides teoricamente esperados sdo produzidos (HUCKINS, 1978; FRANCA &
RUSSELL, 1998; SWERDLOFF et al., 1998), ou seja, as perdas celulares sdo um
componente inerente ao processo espermatogénico. A quantificacdo mais palpavel quanto a
eficiéncia do processo espermatogénico é o rendimento geral da espermatogénese uma vez
que representa 0 montante de espermatozdides produzidos a partir de uma espermatogonia
do tipo A. Partindo-se do pressuposto que durante o processo espermiogénico ndo ha perdas
significativas (RUSSELL & CLERMONT, 1977), o nimero de espermétides arredondadas
computadas no estadio 1 do ciclo do epitélio seminifero é considerado como a populacao de
espermatozéides. Em lobos-guards o rendimento geral da espermatogénese é de cerca de
22,6 espermatozoides por espermatogénias do tipo A (Tab. 2). O mesmo valor foi
observado na onca parda (GUIAO LEITE, 2002), proximo ainda ao observado em
capivaras (21,1) (PAULA, 1999) e, apenas maior que no gato doméstico (16,3)
(GODINHO, 1999) entre os animais domésticos (26,2 no cavalo a 74,2 no bafalo) (JONES
& BERNDTSON, 1986; BILASPURI & GURAYA, 1980).

As células de Sertoli sdo células diploides pertencentes ao epitélio seminifero, que
apresentam funcdo de sustentacdo fisica e fisioldgica das células da linhagem
espermatogénica (PAULA, 1999). Elas fornecem as condi¢cBes necessarias para o
desenvolvimento das diferentes geracGes de celulas espermatogénicas e sdo responsaveis
pela barreira hematotesticular a qual isola estas células do contato com os componentes do
espaco intertubular. Assim, o nimero de células espermatogénicas presentes no epitélio
seminifero ¢ uma dependéncia direta da populacdo e capacidade de suporte das células de
Sertoli, que é relativamente fixa para cada espécie (STEINBERGER & STEINBERGER,
1971; ORTH, 1982). Uma vez que a populacdo de células de Sertoli ndo aumenta apés a
puberdade (ORTH et al., 1988; FRANCA & RUSSELL, 1998), o indice de células de
Sertoli, razdo entre a populacéo de células germinativas e de células de Sertoli, € o melhor

indicativo da eficiéncia funcional destas células em uma dada especie (RUSSELL &
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PETERSON, 1984). Em lobos-guaras cada célula de Sertoli tem a capacidade de suportar
cerca de 7,6 espermatides arredondadas (Tab. 2), mesmo valor observado para a onca parda
(GUIAO LEITE, 2002) e acima dos 5,1 observados para o gato doméstico (GODINHO
1999), porém ligeiramente abaixo da amplitude observada nos demais animais domésticos
(FRANCA & RUSSELL, 1998).

Tabela 2- Rendimento intrinseco da espermatogénese e indices de células de Sertoli em

lobos-guarés adultos.

Parametros Médiazdesvio padréo
Coeficiente de mitoses espermatogoniais 12,0+0,5
Rendimento meidtico 1,9 £0,05
Rendimento geral da espermatogénese 22,6 £0,3
indice de células de Sertoli por espermétides arredondadas 76x 1,0
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6.0-O CICLO DO EPITELIO SEMINIFERO E A
PRODUCAO ESPERMATICA DIARIA EM LOBO-GUARA
(Chrysocyon brachyurus, Illiger, 1811) ADULTO.

Resumo

Neste estudo, a duracdo do ciclo do epitélio seminifero foi estimada em lobos-guaras
adultos usando-se inje¢des intratesticulares de timidina triciada. A duracéo total do ciclo do
epitélio seminifero desta espécie foi calculada em 8,99 dias e como aproximadamente 4,5
ciclos do epitélio seminifero sdo necessarios para que todo o0 processo espermatogénico seja
completado, cerca de 40,45 dias sdo consumidos na producdo de espermatozdides, a partir
de uma espermatogdnia do tipo A. A duracdo da espermiogénese foi calculada em 12,3
dias. Foram descritos os oito estadios do ciclo do epitélio seminifero, através do método da
morfologia tubular, o qual se baseia na forma e posicdo do nucleo das espermatides e na
ocorréncia de divisdes meidticas. Os valores observados no lobo-guara para a freqiiéncia
relativa das fases pré-meiotica, meidtica e pds-meiotica foram respectivamente 3,5; 0,78 e
4,8 dias. O lobo-guara produz aproximadamente vinte e nove milhdes de espermatozéides
por grama de testiculo por dia, sendo classificado entre as espécies de alta eficiéncia

espermatogénica.

Palavras Chaves: Lobo-guara, testiculo, duracéo do ciclo do epitélio seminifero,

producdo espermatica diaria, bidpsia testicular, autoradiografia.
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6.1) Introducéo

O lobo-guard é o maior canideo das Ameéricas, apresenta coloracdo vermelho
dourado e patas enegrecidas podendo chegar a uma altura de 80 cm e 1,30 cm de
comprimento do corpo (WIELOCH et al., 1997). Apesar do tamanho € um animal medroso
e, geralmente, foge de locais habitados pelo homem (DIETZ, 1984, WIELOCH et al.,
1997). Tem hébitos crepusculares e noturnos, permanecendo quieto durante o dia em locais
de vegetacdo mais densa e, a tardinha, sai em busca de alimento pelos campos e cerrados
abertos (WIELOCH et al., 1997).

Alimenta-se de vegetais, frutas silvestres, ovos e pequenos animais tais como
roedores, lagartos, aves e invertebrados (DIETZ, 1984). O que mais aprecia ¢ uma fruta
tipica da vegetacdo do cerrado, grande, pesada, de polpa amarela e sabor adocicado,
denominada popularmente como fruta do lobo ou lobeira (WIELOCH et al., 1997).

As pernas longas facilitam a locomocdo e a visualizacdo sobre a grama alta,
vegetacdo caracteristica do Cerrado, mantendo o corpo acima da mesma, o que lhe
proporciona melhor viséo do local, maior agilidade ao andar e maior velocidade ao correr
(WIELOCH et al., 1997). As grandes orelhas permitem uma audicdo agucada e facilidade
de localizar pequenos animais sob a vegetacdo (CARVALHO, 1976).

O desenvolvimento de protocolos de reproducdo assistida em espécies da fauna
brasileira que se encontram ameacadas de extin¢do, como o lobo-guara, é essencial para
garantir a sobrevivéncia e proliferacdo destes animais. A utilizacdo de biotécnicas
reprodutivas, associadas a preservacdo do seu habitat natural, pode possibilitar um aumento
do numero de individuos, auxiliando a sobrevivéncia da espécie. Tais protocolos de
reproducédo assistida em machos focam inicialmente a coleta e conservagio criogénica de
sémen. Para isto, torna-se necessario um conhecimento basico do testiculo e do processo
espermatogénico.

No epitélio seminifero um rigoroso arquitetamento € observado, a medida que as
células da linhagem espermatogénica progridem das camadas mais basais para o lume
tubular, uma sequéncia de transformacbes € processada para a formacdo dos

espermatozoéides. As diferentes fases por que passam a célula germinativa fazem com que
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surjam uma série bem definida de associacfes celulares ou estadios. Estes estadios se
sucedem numa determinada area do epitélio seminifero, com o decorrer do tempo. O
aparecimento ciclico destes referidos estadios constitui o processo denominado ciclo do
epitélio seminifero (LEBLOND & CLERMONT, 1952; SWIERSTRA, 1968; ORTAVANT
etal., 1977; RUSSELL et al., 1991). Na quantificacdo da espermatogénese é fundamental o
conhecimento do ciclo do epitélio seminifero, a caracterizacdo dos estadios que o compdem
e a determinacdo da frequéncia dos mesmos, 0s quais associados a biometria testicular
fornecem a taxa de producdo espermatica (ROOSEN-RUNGE & GIESEL Jr., 1950;
COUROT et al., 1970; ORTAVANT et al., 1977; GUERRA, 1983; FRANCA, 1991).

6.2) Material e Métodos

Foram utilizados fragmentos testiculares obtidos através de biopsia de trés lobos-
guaras, com idade de 4, 7 e acima de 10 anos mantidos pela Fundacdo Zooboténica de Belo
Horizonte, Minas Gerais e de um lobo-guara de 3 anos de idade mantido pelo Centro de
Triagem de Animais Silvestres da Universidade Federal de Vigosa.

Para o procedimento cirdrgico e mensuracdo dos testiculos, cada animal foi
contido quimicamente, com auxilio de dardos anestésicos, e mantido sob anestesia geral
utilizando associacao de cloridrato de quetamina (10 mg/kg de peso) e xilazina (1 mg/kg de
peso).

Foram feitas tricotomia e antissepsia local do escroto, a pele e a tdnica fibrosa
foram incisionadas e, com o0 uso de um punch de pele de 4 mm de diametro, obteve-se um
fragmento o qual foi imediatamente imerso em solucdo fixadora de aldeido glutérico
(Merck®) 4% em tampdo fosfato 0,IM pH 7.4, & temperatura ambiente, sendo,
posteriormente, armazenado sob refrigeracdo, no mesmo tampdo, até o processamento
histolégico. A albuginea testicular, a tdnica fibrosa e a pele foram suturadas
individualmente com pontos simples separados, utilizando fio absorvivel sintético
poliglactina 910 (Vicril®, 3-0 — Ethicon). No final do procedimento, cada animal foi
medicado com agentes antiinflamatério (Flunixin Meglumine, Banamine — Schering-
Plough S/A, 1,1 mg/kg de peso) e antibidtico (penicilina, 20.000 Ul/kg de peso).
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Todos os fragmentos foram processados para estudos em microscopia de luz e,
para tal, foram desidratados em bateria de &lcoois de concentragdes crescentes (70°, 80°,
90° e 100° GL) por uma hora cada, infiltrados em dois banhos de resina pléstica a base de
glicol metacrilato (Historesin, Leica Instruments) e incluidos, na mesma resina, por adi¢éo
do catalisador (dimetil sulfoxido). Foram obtidos cortes de quatro micrémetros (4 um) de
espessura em micrétomo rotativo (Reichert - Jung Modelo 2045 Multicut) dotado de
navalha de vidro. Estes cortes foram obtidos de forma seriada com intervalos de 40um,
montados sobre lamina de vidro e corados com Azul de Toluidina — Borato de Sédio a 1% ,
no Laboratorio de Biologia Estrutural do Departamento de Biologia Geral da UFV.

Para determinar a duracao do ciclo do epitélio seminifero, as células da linhagem
espermatogénicas foram marcadas com solucdo de 0,1% de timidina tritiada ([metil-*H]
timidina) (Amersham, Life Science, England), numa concentragdo radioativa de 1,0
mCi/ml. Para tal, dois dos animais deste estudo receberam injecdes intratesticulares de 0,1
ml de solucdo de timidina tritiada, diretamente no terco medio do testiculo direito. A
timidina triciada € incorporada no nucleo das células germinativas que estdo sintetizando
DNA no momento da inje¢do, especificamente espermatogbnias e espermatdcitos primarios
em pré-leptoteno/leptéteno.

A bidpsia para coleta do fragmento foi realizada 7 dias apés a injecdo de timidina.
Para a identificacdo e acompanhamento da posic¢do das células marcadas pela timidina no
epitélio seminifero, foi executado o processamento autoradiografico. Este processamento
consistiu em cobrir algumas das ldminas histol6gicas ndo coradas com emulsdo fotografica
Kodak NTB-2 (Eastman Kodak Co., Rochester, NY, EUA), em camara totalmente escura.
Estas laminas foram acondicionadas em caixa a prova de luz e armazenadas em geladeira a
4 °C por 60 dias, periodo considerado suficiente para a sensibilizagdo dos grdos de prata da
emulsdo, através do radioisotopo (GUIAO LEITE, 2002). As laminas foram reveladas em
camara totalmente escura, com solugdo aquosa (1:1) de revelador Kodak D-19 durante 6
minutos, a temperatura de 15°C, lavadas em agua destilada e fixadas no fixador Kodak F5
durante 5 minutos, a temperatura ambiente. Apds lavagem e secagem a temperatura
ambiente, foram coradas com solucdo de Azul de toluidina/Borato de sédio e cobertas com

laminulas de vidro para observacdo em microscopio optico.
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A duracdo de um ciclo do epitélio seminifero foi calculada através da observacgéo
do tipo celular marcado com o radiois6topo mais avancado no epitélio e a frequéncia dos
estadios do ciclo percorrido neste tempo. Os diferentes estadios do ciclo do epitélio
seminifero foram analisados segundo o método da morfologia tubular, no qual 8 estadios
distintos sdo observados (PAULA, 1999; GUIAO LEITE, 2002). A freqiiéncia relativa
destes foi determinada através da identificacdo e contagem dos oito estadios, em seccdes
transversais de tubulos seminiferos, em 200 campos aleatorios nas diferentes laminas de
cada animal.

Para o céalculo da producdo espermatica diaria, inferiu-se sobre a populacdo de
espermatides arredondadas por grama de testiculo, a duracdo de um ciclo do epitélio
seminifero. Sendo que a populacdo de espermatides arredondadas por grama de testiculo foi
calculada através da populagdo média deste tipo celular por sec¢do transversal de tabulo
seminifero (item 5.0) ao longo do comprimento de tabulo seminifero por grama de testiculo
(item 4.0).

6.3) Resultados e Discusséo

A espermatogénese é definida como um complexo processo de diferenciacdo e
multiplicacdo celular, no qual uma espermatogénia tronco é gradualmente transformada em
uma altamente diferenciada célula haploide, o espermatozdide (GURAYA, 1987). As
diferentes etapas para que este processo seja completado englobam a multiplicagéo inicial
das espermatogoénias, conhecido como fase proliferativa, a segregacao e recombinacédo de
material genético durante a fase meidtica e a metamorfose observada na transformacéo de
uma espermatide em espermatozoide, conhecida como fase espermiogénica (RUSSELL et
al., 1990). Assim, cada vez que uma espermatogonia inicia este processo, um grupo de
células é formado e passa a desenvolver-se sincronicamente atraveés da espermatogénese;
isto é possivel devido a permanéncia de areas de continuidade intercelular conhecidas como
pontes citoplasmaticas. A presenca destas pontes cria um sincicio celular denominado
geracdo ou clone espermético (GURAYA, 1987; RUSSELL et al., 1990).

Nos mamiferos, no mesmo ponto do epitélio seminifero, pode-se observar vérias

geracdes concomitantes formando camadas concéntricas da base ao lume tubular, de forma
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que a geracdo mais desenvolvida € liberada no lume ao mesmo tempo em que uma nova
geracdo ¢é formada em sua base (Fig. 1). Cerca de quatro a cinco camadas de geracGes em
fases distintas sdo observadas em um corte transversal do tabulo seminifero. Assim, uma
geracdo recém formada necessitara de quatro a cinco etapas ao longo da espessura epitelial,
para a sua liberagdo como espermatozoides no lume tubular. O periodo de tempo observado
entre cada uma destas etapas € denominado ciclo do epitélio seminifero e desta forma, entre
quatro e cinco ciclos sdo necessarios para que uma geracdo complete todo o processo
espermatogénico. Ao longo de um ciclo do epitélio seminifero, varios arranjos de
desenvolvimento entre as diferentes geracOes sdo observados (Fig. 1). Baseado na forma e
na localizacdo dos nucleos das espermatides e na presenca de figuras de divisdes meioticas,
oito arranjos sdo diferenciados e denominados estadios do ciclo do epitélio seminifero
(ROOSEN-RUNGE & GIESEL Jr., 1950; COUROT et al., 1970; BERNDTSON, 1977;
ORTAVANT et al., 1977, GUERRA, 1983; FRANCA, 1991).

Este método é o mais utilizado para se classificar os estadios do ciclo, e foi
designado como método da morfologia tubular por BERNDTSON (1977). Outra
classificacdo, designada como método do sistema acrossémico, é baseada nas
caracteristicas das espermatides, em particular na forma do nucleo e no desenvolvimento do
acrossoma. Com este método, no qual os estadios sdo arbitrariamente definidos, o nimero
de estadios para cada espécie é variado (RUSSELL et al., 1990).

Baseado no método da morfologia tubular foram identificados no lobo-guara, os
oito estadios do ciclo do epitélio seminifero, esquematizados em colunas na figura 1 e
diferenciados a seguir.

ESTADIO 1

Este estadio foi caracterizado pela presenca de uma geracdo de espermatides, com
nucleos arredondados e escuros, espermatogdnias do tipo A e espermatdcitos primarios, na
transicdo pré-leptdteno para leptoteno, proximo a membrana basal.

ESTADIO 2

No estadio 2, foram observadas espermatides com ndcleos em fase de alongamento,
espermatocitos primarios em leptotenos, localizados préximos a lamina basal e

espermatocitos primarios em paquiteno.
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ESTADIO 3

Neste estadio, as espermatides ja se encontram alongadas e formavam feixes
compostos por poucos nucleos. Duas geracbes de espermatdcitos primarios estavam
presentes neste estadio: espermatdcitos em zigdteno e diploteno.

ESTADIO 4

A ocorréncia de duas divisdes meidticas foi o0 aspecto mais caracteristico,
espermatocitos em diplotenos formam espermatdcitos secundarios, os quais se dividem
produzindo espermatides arredondadas. Feixes de espermatides alongadas e espermatdcitos
primarios na transicdo zigéteno para paquiteno também foram observados.

ESTADIOS

No estadio 5, duas geracbes de espermatides estavam presentes, as espermatides
arredondadas recém-formadas e as espermatides alongadas. Estas Gltimas arranjadas em
feixes localizados nas criptas das células de Sertoli. Também foram observados
espermatdcitos primarios na transicdo de zigdteno para paquiteno entre as espermatides
arredondadas e o compartimento basal.

ESTADIO 6

Todos os tipos celulares observados no estadio anterior estavam presentes, com
excecdo dos espermatocitos em zigdteno. O aspecto caracteristico deste estadio foi que os
feixes de espermatides estavam, de maneira geral, mais proximos do lume tubular.

ESTADIO 7

Neste estadio, os feixes de espermatides alongadas apresentavam-se dissociados e
localizados préximos ao lume tubular. Ndcleos dos espermatécitos primarios em paquiteno
foram observados na regido meédia do epitélio; espermatogbnias do tipo B, também
presentes neste estadio apresentavam nucléolos arredondados ou ovdides e com grande
guantidade de heterocromatina.

ESTADIO 8

O aspecto mais caracteristico deste estadio foi a localizacdo das espermatides
alongadas prontas para serem liberadas do epitélio seminifero. Corpos residuais eram pouco
evidenciados e estavam situados na borda luminal do epitélio. Também estavam presentes
espermatdcitos em paquiteno, espermatides arredondadas, espermatogdnias do tipo A e

espermatocitos em pré-leptoteno foram observados proximos a lamina basal.
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Estadios 1

Figura 1 — Diagrama do processo espermatogénico, onde cada linha corresponde a uma
geracdo de células espermatogénicas e cada coluna corresponde a um dos oito estadios
subsequentes do ciclo do epitélio seminifero em lobo-guaré adulto. Espermatogonia do tipo
A (A); espermatogodnia intermediaria (In); espermatog6nia do tipo B (B); espermatdcito
primério: em pré-leptoteno (Pl); em leptoteno (L); em zig6teno (Z); em paquiteno (P); em
dipléteno (D); espermatécito secundario (S); espermatide arredondada (Ar); espermatide
alongada (Al). A célula germinativa marcada mais avancada (seta) nos oito estadios do
ciclo, ap6s uma semana da injecdo de timidina triciada, foi o espermatocito primario em

paquiteno no estadio 6.
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A frequéncia relativa de cada estadio do ciclo do epitélio seminifero de lobo-guara
esta representada na tabela 1 e na tabela 2 pode-se observar o agrupamento destes estadios
nas fases pré-meiotica (estadios 1 ao 3), meidtica (estadio 4) e pos-meidtica (estadio 5 ao
8). A maioria dos animais domésticos apresenta maior freqiiéncia da fase pré-meidtica em
relacdo a fase pos-meidtica (FRANCA & RUSSELL, 1998). Nos felideos estudados (onca
parda e gato doméstico) a frequéncia da fase pré-meidtica € equivalente ou superior a fase
p6s-meidtica (GUIAO LEITE, 2002; GODINHO, 1999), Ja nos canideos estudados (coiote,
cdo doméstico) (KENNELLY, 1972; PAULA, 1992) assim como o lobo-guara, observa-se
uma menor frequéncia da fase pré-meidtica em relacdo a fase pds-meidtica. Em relagdo a
fase meidtica observa-se que os felinos estudados (GUIAO LEITE, 2002; GODINHO,
1999), apresentam sua freqiiéncia duas vezes maior que a mesma observada para o lobo-
guara e os demais canideos estudados (KENNELLY, 1972; PAULA, 1992).

A duragdo do ciclo do epitélio seminifero e a freqiiéncia relativa de seus estadios
sdo constantes bioldgicas espécies especificas, as qual estdo sob o controle do genoétipo da
célula germinativa (FRANCA et al., 1998), ndo sendo influenciada por qualquer fator
conhecido (CLERMONT, 1972; AMANN & SCHANBACHER, 1983). A timidina
triciada utilizada é incorporada ao ndcleo das células germinativas que estdo sintetizando
DNA no momento da injecdo, especificamente espermatogénias e espermatdcitos primarios
em pré-leptéteno/leptoteno no estadio 1 do ciclo do epitélio seminifero. Portanto, coletou-
se fragmentos testiculares aproximadamente 7 dias ap0s a injecdo de timidina em dois
lobos-guaréds, as células marcadas mais avancadas no epitélio seminifero destes animais,
foram espermatdcitos primarios em paquiteno no estadio 6 do ciclo do epitélio seminifero
(Fig. 2). Portanto em 7 dias houve uma progressao de cerca de 78% (frequéncia média dos
estadios 1 ao 6) no ciclo do epitélio seminifero, conseqlientemente um ciclo corresponde

em média 8,99 + 0,3 dias.
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Tabela 1- Freqliéncia relativa e duracdo dos estadios do ciclo do epitélio seminifero em

lobo-guara adulto.

Estadios Frequéncia (%)* Duracédo (dias)
1 17+6,0 1,56
2 12+ 3,0 1,03
3 10+1,0 0,94
4 9+2,0 0,78
5 16+2,0 1,4
6 15+1,0 1,3
7 10+1,0 0,9
8 13+1,0 1,2

*média + desvio padréo, n=4.

Tabela 2- Freqliéncia relativa e duracdo das fases pré-meidtica, meidtica e pos-meidtica do

ciclo do epitélio seminifero em lobos-guarés adultos.

Fase pré-meiodtica Fase meidtica Fase pos-meidtica
Frequéncia (%)* 39+11 9,0+20 54 +4,0
Duragéo (dias) 3,5 0,78 4,8

* média + desvio padrdo, n=4.
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Figura 2- Estadio 6 do ciclo do epitélio seminifero de lobo-guara adulto, apds uma semana
da aplicacdo do radiois6topo, demonstrando marcagdo (setas) autoradiografica em
espermatdcitos primarios em paquiteno. Azul de toluidina (400X).

Em mamiferos de maneira geral, a duracdo mais curta do ciclo (6,7 dias) ocorre no
roedor “bank vole” (Cletheriomys glareolus) (GROCOCK & CLARKE, 1976), enquanto a
mais longa citada foi para o gamba (Didelphis albiventris, 17,3 dias) (QUEIROZ &
NOGUEIRA, 1992). Entre animais domésticos de producdo a duracdo média de um ciclo
do epitélio seminifero encontra-se entre 8,6 e 14 dias (FRANCA & RUSSELL, 1998).
Como aproximadamente 4,5 ciclos séo requeridos para que 0 processo espermatogénico se
complete em mamiferos (AMANN & SCHANBACHER, 1983; FRANCA & RUSSELL,
1998), a duracdo média do processo espermatogénico nos mamiferos domeéstico de
producdo varia de 38,7 a 63 dias. O lobo-guara adulto apresenta cerca de 40,45 dias de
duracdo total do processo espermatogénico, valor muito proximo ao observado para a onga
parda e o gato doméstico (GUIAO LEITE, 2002; GODINHO, 1999), porém, cerca de 30%
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menor do que os valores observados para o coiote e 0 cdo doméstico (KENNELLY, 1972;
FOOTE et al., 1972).

A espermiogénese refere-se ao processo de transformacdo da espermatide
arredondada em espermatozdide. Como a espermatide é formada no estadio 5 e liberada no
estadio 8 do ciclo seguinte do epitélio seminifero, a sua duragcdo média em lobos-guaras foi
de 12,3 dias, menor do que os valores observados para os outros canideos estudados (21,1
dias no cdo e 19,9 dias no coiote) (KENNELLY, 1972; FOOTE et al., 1972).

A producdo espermatica diaria por grama de testiculo é o parametro mais efetivo e
de facil comparacdo entre as espécies, pois elimina a disparidade exercida pelo peso
testicular e a duracdo da espermatogénese. A eficiéncia espermatogénica em mamiferos é
dependente principalmente da duracdo da espermatogénese, da densidade volumétrica (%)
de tubulos seminiferos no testiculo, do nimero de geracGes de espermatogdnias e da
eficiéncia do processo espermatogénico (FRANCA & RUSSELL, 1998).

A producdo espermaética representa a producdo de espermatozdides por grama de
testiculo/dia. Partindo-se do pressuposto que durante 0 processo espermiogénico nao ha
perdas significativas (RUSSELL & CLERMONT, 1977), o numero de espermatides
arredondadas computadas no estadio 1 do ciclo do epitélio seminifero do lobo-guara foi
considerado como a populacdo de espermatozoOides. A populacdo de espermatides
arredondadas por sec¢do transversal de 40m de tubulo seminifero em lobo-guara foi em
média 57,6 células (item 5.0), e foi computado cerca de 17,93 metros de tabulo por grama
de testiculo (item 4.0). Assim um montante de 258,2 x10° espermatozéides sdo produzidos
por grama de testiculo em lobo-guard, como este montante é produzido durante um ciclo do
epitélio seminifero que dura cerca de 8,99 dias, cerca de 28,7 x10° espermatozdides s&o
produzidos por grama de testiculo por dia em lobo-guara.

A andlise da literatura permite agrupar a producdo espermatica diéria por grama de
testiculo em trés patamares: espécies com alta eficiéncia espermatogénica e que produzem
cerca de vinte a trinta milhdes de espermatozdides, incluindo-se ai animais domésticos
como o suino, equino, ovino e o coelho (FRANCA & RUSSELL, 1998), o rato (ROBB et
al., 1978), o macaco rhesus (AMANN et al., 1976) e a onga parda (GUIAO LEITE, 2002);
espécies com eficiéncia espermatogénica média, produzindo de dez a vinte milhdes de

espermatozodides, dentre as quais se encontram o bovino e o bufalo (FRANCA &
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RUSSELL, 1998), o gato doméstico (GODINHO, 1999) e a capivara (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). Conforme pode ser observado, lobo-guara, com producdo diaria de
aproximadamente vinte e nove milhdes de espermatozéides por grama de testiculo x10°,

encontra-se entre as espécies de alta eficiéncia espermatogénica.
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7.0) CONCLUSOES GERAIS

1 - O lobo-guara apresenta pequena alocacdo do peso corporal em massa testicular, sendo o
indice gonadossomatico (IGS) de 0,04%, sendo também observado em espécies que

apresentam o comportamento reprodutivo monogamico.

2 — Cerca de 79,3% do parénquima testicular corresponde a tabulos seminiferos, o que
exprime um investimento de 0,03% da massa corporal, sendo este o indice

tubolossomatico, abaixo dos valores encontrados para carnivoros domeésticos.

3 — As fases espermatogonial e de divisdes meioticas sdo as que apresentam as maiores
perdas celulares. Estas degeneracBes fazem com que o indice de células de Sertoli por
espermatides arredondadas (7,6:1,0), o coeficiente de mitoses espermatogoniais (12,0:1), o
rendimento meiotico (1,9:1) e o rendimento geral da espermatogénese (22,6:1) sejam

baixos ou préximos ao observados no cdo domeéstico.

4 - A composicdo celular dos diferentes estadios do ciclo do epitélio seminifero,
classificados pelo método da morfologia tubular, apresenta um padrdo muito préximo do

observado para a maioria das espécies investigadas.

5 — As freqiéncias relativas das fases pré-meioticas, meidtica e pds-meiodtica foram

respectivamente 3,5; 0,78 e 4,8 dias.

6 — O lobo-guara produz aproximadamente vinte e nove milhGes de espermatozdides por
grama de testiculo/dia, sendo classificado enter as espécies de alta eficiéncia
espermatogénica, quando comparado com o0s valores encontrados para a maioria dos

mamiferos investigados.
7 - A duracdo do ciclo do epitelio seminifero em lobo-guara (8,99 dias), bem como a

duracéo total do processo espermatogénico (40,45 dias), estdo abaixo quando comparados

com o cdo doméstico e o coiote.
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ANEXO
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Figura 1- Montagem fotogréfica contendo os oito estadios do ciclo do epitélio seminifero do lobo-guara.
Estadio 1 (1); estadio 2 (2); estadio 3 (3); estadio 4 (4); estadio 5 (5); estadio 6 (6); estadio 7 (7); estadio 8 (8).
Célula de Sertoli (Se); espermatogdnia (Sg); espermatocito primario na transicdo pré-leptoteno/leptdteno (Pl);
espermatdcito primario na transicdo zigoteno/paquiteno (Z/P); espermatdcito priméario em paquiteno (PQq);
espermatécito primario em dipléteno (D); placas metafasicas (M); espermatides arredondadas (Ar);

espermatides alongadas (Al); espermatozéides (Sp). Azul de toluidina (400X).
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