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Resumo

AZEVEDO, Maria Helena Ferreira, MS. Universidade Federal de Vigosa, Maio 2004.
Analise Morfofuncional do Testiculo da Ong¢a-Pintada (Panthera ong¢a) Adulta.
Orientador: Tarcizio Antonio Régo de Paula. Conselheiros: Sérgio Luis Pinto da Matta e
Claudio César Fonseca.

O presente trabalho propos avaliar a organizagdo dos componentes do testiculo, o ciclo
do epitélio seminifero, o rendimento intrinseco de cada fase do processo espermatogénico, a
reserva espermatica testicular, bem como as correlagdes destes itens com parametros
biométricos corporais e testiculares. O peso corporal médio das ongas-pintadas do presente
experimento foi de 78,5 kg, dos quais cerca de 0,034% sdo alocados em massa testicular e
0,022% especificamente em tibulos seminiferos, que representaram cerca de 77,7% do
parénquima testicular. O didmetro médio dos tiibulos seminiferos em onca-pintada foi de
257um, e a espessura média do epitélio seminifero foi de aproximadamente 90pum. A onga-
pintada apresenta cerca de 12,2 metros de tibulo seminifero por grama de testiculo. O
rendimento geral da espermatogénese da onga-pintada foi de aproximadamente 23,4 células, e
cada célula de Sertoli foi capaz de sustentar e manter aproximadamente 19,2 células da
linhagem germinativa, das quais cerca de 11 sdo espermatides arredondadas. A cada ciclo do
epitélio seminifero, cerca de 166 milhdes de espermatozédides sdo produzidos por grama de
testiculo. Em ongas-pintadas as células de Leydig ocupam em média 0,0036% do peso
corporal e seu numero médio por grama de testiculo apresentou-se dentro da amplitude
descrita para a maioria dos mamiferos, entre 20 e 40 milhdes. Os dados obtidos fornecem
informagdes pertinentes sobre o processo espermatogénico deste felino da fauna brasileira,
para subsidio a projetos de conservagdo e protecdo da vida silvestre que envolvam programas

de reproducao.

Palavras chave: testiculo, onga-pintada, Panthera onca.
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Abstract

AZEVEDO, Maria Helena Ferreira, MS. Universidade Federal de Vigosa, Maio 2004.
Analise Morfofuncional do Testiculo da Ong¢a-Pintada (Panthera ong¢a) Adulta.
Adviser: Tarcizio Antonio Régo de Paula. Committe Members: Sérgio Luis Pinto da
Matta e Claudio César Fonseca.

The present work proposed evaluating the organization of the components of the testes,
the seminiferous epithelium cycle, the intrinsic yield of each fase of spermatogenic process,
the testicular sperm reserve, as well as the correlations of these items with corporal and
testicular biometric parameters.The medium corporal weight of the jaguar in the present
experiment was 78,5 kg, of which about 0,034% are located in the testicular mass, and
0,022% specifically in the seminiferous tubules, which represented about 77,7% of the
testicular parenchyma. The average diameter of seminiferous tubules in jaguars was 257 pm,
and the average thickness of the seminiferous epithelium was about 90m. Jaguars have about
12,2 meters of seminiferous tubules by testicle gram. The general spermatogenic yield of the
jaguar was about 23,4 cells and each Sertoli cell was able to sustain and to keep about 19,2
germ cells, 11 of which were round spermatides. In each seminiferous epithelium cycle about
166 million of spermatozoids were produced by testicle gram. In the jaguar the Leydig cells
occupy an average 0,0036% of the corporeal weight and its average number by testicle gram
is within the scope for most mammals: between 20 and 40 million. The obtained data supplied
pertinent information about the spermatogenic process of this feline of the brazilian fauna, for
subsidy to projects of conservation and protection of the wild life that involve reproduction

programs.

Key words: testes, jaguar, Panthera onca.

X



Antecedentes

A onca-pintada

Atualmente a extingdo de algumas espécies de plantas e animais tem sido associada
a diversas causas, sendo o processo de selecdo natural das diferentes espécies ¢ a
interferéncia humana as mais implicadas. Algumas destas espécies ja sdo consideradas em
estado critico, dentre elas se encontra a onga-pintada (Panthera ong¢a) que, quanto ao
“status” de conservacao, esta incluida no apéndice I da CITES (Convention on International
Trade In Endengered Species) sendo classificada como uma espécie vulneravel a extingdo
(THE WORLD CONSERVATION UNION, 1996). Entretanto, em algumas dareas de
floresta atlantica, cerrado e caatinga essa espécie ja foi praticamente exterminada. A onga-
pintada foi classificada por Linnaeus (1758) como pertencente ao reino Animalia, subreino
FEumetazoa, ramo Bilateria, filo Chordata, subfilo Vertebrata, classe Mammalia, subclasse
Eutheria, ordem Carnivora, superfamilia Feloidea, familia Felidae, subfamilia
Pantherinae, género Panthera e espécie P.onca. Existem ainda oito subespécies, das quais,
apenas trés podem ser encontradas no Brasil (GEOCITES, 2001). E o maior felino
encontrado nas Américas, podendo atingir até 150Kg. Sua distribui¢do vai desde o México
até o sul da Patagonia, mas anteriormente era encontrada também na América do norte
(THE WORLD CONSERVATION UNION,1996). Nas décadas de 60 e 70 houve um
declinio da populagdao mundial de oncas-pintadas. A caga predatdria indiscriminada foi
responsavel pela morte de aproximadamente 18000 animais a cada ano (BROWN, 1983).
Hoje estima-se que a populacdo de ongas-pintadas, em vida livre, ndo ultrapasse 15000
exemplares (BIG CATS, 2000). O constante desmatamento provocou uma fragmentacao de
seu habitat, levando assim ao isolamento de populacdes, tornando a espécie mais
susceptivel a predacdo humana. Normalmente a onga-pintada ¢ encontrada em regides
pantanosas, pampas, charcos e florestas tropicais, sendo esse Ultimo ecossistema o unico
capaz de manter uma variabilidade genética significativa da espécie (THE WORLD
CONSERVATION UNION, 1996).

A oncga-pintada ¢ um animal solitario que vive em um territério delimitado,
normalmente de 10 a 40 Km’ sendo que esta extensio varia de acordo com a

disponibilidade de alimento e a presenga de agua. Os territorios vizinhos se sobrepdem,



entretanto, o encontro de machos e fémeas ocorre somente na época do acasalamento
(BRAZILNATURE, 2001). As fémeas atingem a maturidade sexual entre dois e trés anos,
ja os machos sdo mais tardios e atingem a maturidade sexual em torno dos quatros anos. O
estro dura de 6 a 17 dias, a gestacdo ¢ de 91 a 111 dias e o numero de filhotes por parto
pode chegar a quatro. Em vida livre vive em torno de 12 anos e no cativeiro mais de 20
anos (THE WORLD CONSERVATION UNION, 1996).

Esse felino possui uma cabega robusta, corpo compacto ¢ membros curtos, a
pelagem se caracteriza pela presenca de rosetas negras ao redor de pequenas manchas
pretas distribuidas sobre o dorso e flancos. A cabega, o ventre e as patas apresentam
pequenas manchas pretas ¢ o fundo da pelagem varia do amarelo ao avermelhado (THE
WORLD CONSERVATION UNION,1996). Existe ainda a variagdo melanica, de carater
dominante, na qual a cor de fundo € bem escura, semelhante ao preto, entretanto, quando
observada em locais com boa incidéncia de luz, percebe-se a presenca das manchas (Fig.
1). O desenho formado por essas manchas ¢ unico para cada individuo, sendo muito util

para a identificacdao dos animais (MEYER, 1994).



Figura 1. Variagdes de pelagem na onca-pintada (Panthera onca).



O testiculo e o processo espermatogénico

Aspectos historicos da espermatogénese

As abordagens no inicio do conhecimento cientifico pautaram-se em metodologias
hoje consideradas simplistas, mas extremamente importantes na sedimentacdo dos
conceitos atuais. O estudo do processo espermatogénico teve seu inicio ja nos primordios
desta evolucao do pensamento cientifico. Registros de Aristoteles, portanto, anteriores a
300 AC, relatam a utilizagdo da castragdo como método de estudo da biologia reprodutiva
(JOHNSON, 1991). Os primeiros estudos sob a nova tecnologia da microscopia Optica, em
1679, se relacionavam as descobertas de Van Leeuwenhoek, sobre a presenga de
espermatozoides no s€émen (JOHNSON, 1991; SHARPE, 1994).

A descricdo de Von Kolliker em 1841, indicando que os espermatozodides se
desenvolviam de células especializadas localizadas no interior de tubulos seminiferos no
testiculo, alavancou o estudo do processo espermatogénico e da fisiologia testicular
(JOHNSON, 1991). Este fato incitou uma série de descobertas como, por exemplo, a
presenca da célula intersticial por Franz Leydig, em 1850, embora a primeira evidéncia
substancial que esta constituia uma glandula enddcrina controladora das caracteristicas
sexuais secundarias do macho, s6 tenha sido fornecida em 1903 por Bouin e Ancel
(PAYNE et al., 1996). Em 1865, Enrico Sertoli descreveu uma célula, que hoje leva o seu
nome, como sendo a célula mde que aninhava as células germinativas, estando assim,
ligada a produgdo dos espermatozdides (RUSSELL & GRISWOLD, 1993). Com base
nestas especulagoes, iniciou-se uma grande polémica com interpretacdes bastante criativas,
tais como: a célula de Sertoli é considerada como uma célula feminina; ou como sendo a
célula mae de todas as células reprodutivas masculinas ou ainda, como tendo capacidade de
destruir a “porc¢ao feminina” do testiculo para o desenvolvimento da “por¢do masculina”
(RUSSELL & GRISWOLD, 1993). Esta ultima interpretagdo mostrou-se nao totalmente
equivocada, uma vez que Jost, em 1947, demonstrou que a auséncia do testiculo em
embrides de coelho induzia ao desenvolvimento feminino (LEJEUNE et al., 1998).
Posteriormente verificou-se que a producdo do hormonio Anti-Miilleriano, pela célula de

Sertoli fetal, ¢ requerida para a regressao dos ductos Miillerianos (femininos) e a



testosterona produzida pelas células de Leydig induz a diferenciagdo dos ductos
mesonéfricos (LEJEUNE et al., 1998).

As evidéncias da implicagdo direta da célula de Sertoli no processo
espermatogénico vieram com a descoberta da compartimentalizagdo fisica do epitélio
seminifero por Vilar ecolaboradores, em 1962. Porém, Roosen-Runge em 1955, Clermont
& Perey, em 1957 e Oakberg, em 1959, observaram que o numero de células de Sertoli
mantinha-se estavel durante a vida adulta dos animais, pois ndo mais se dividiam apos a
puberdade, sendo assim possivel o uso de sua quantificagdo em parametros de eficiéncia da
espermatogénese (RUSSELL, 1980).

As células germinativas foram classificadas morfologicamente em 1876, por Von
La Vallette, e a compreensao da organizacao do processo espermatogénico teve inicio com
os trabalhos de Von Ebner, em 1871, e, posteriormente, de Benda, em 1887 (JOHNSON,
1991). Em 1899, McGregor ja descreve eventos da espermiogénese como a formagdo do
acrossoma ¢ da peca intermedidria do espermatozoide (MALONE, 1918). No inicio do
século XX, varios trabalhos foram desenvolvidos em diferentes espécies, principalmente
descrevendo os eventos cromossdmicos da meiose como: Leplat, em 1910, no gato;
Winiwarter, em 1912, no homem; Wodsedalek, em 1913, no porco; Malone, em 1918, no
cdo; Masui, em 1918 e 1923, em varios animais domésticos € Minouchi, em 1928, no rato
(MALONE, 1918; MINOUCHI, 1928).

Embora a concepc¢ao da existéncia de um ciclo espermatogénico fosse sugerida, ja
em 1901, por Regaud e em 1902 por Von Ebner (JOHNSON, 1991), somente em 1950
Roosen-Runge & Giesel descrevem um método de classificagdo em oito estagios para o
ciclo do epitélio seminifero, denominado de método da morfologia tubular por Berndtson
em 1977. Ja em 1952, Clermont & Leblont e em 1953 Leblont & Clermont desenvolveram
uma metodologia de classificacdo de estadgios do ciclo do epitélio seminifero baseada no
desenvolvimento do acrossoma, embora em termos mais precisos este método nao se preste
a comparagoes interespecificas, uma vez que cada espécie apresenta uma particularidade e,
conseqiientemente, um numero de estadios (ORTAVANT et al., 1977).

Em 1871, Von Ebner descreveu uma seqiiéncia das associagdes celulares ao longo
do comprimento do tibulo seminifero, denominando-a de onda espermatogénica. Esta

caracteristica foi também observada por Benda, em 1887, em varias espécies animais, ¢



Regout em seus relatos de 1900, 1901 e 1909 também diferenciou a onda espermatogénica
do ciclo do epitélio seminifero, relacionando a primeira ao espaco no tibulo e o ciclo ao
tempo no epitélio (PEREY et al., 1961). Somente em 1961, foi descrito o comprimento da
onda como sendo proporcional a duracao dos estadios do ciclo do epitélio seminifero,
consolidando também a idéia do padrao segmentar da onda, ou seja, a existéncia de uma
organizacao do tubulo seminifero em estadios sucessivos (PEREY et al., 1961). No epitélio
seminifero humano, Roosen-Runge & Barlow, em 1953, observaram um padrdo irregular
na disposicao dos estadios do ciclo do epitélio seminifero, descrito ainda como cadtico por
Heller e Clermont, em 1964, os quais, devido a isto, negavam a existéncia de uma onda
espermatogénica no tubulo seminifero humano. SCHULZE (1982) demonstrou evidéncias
que isto era devido a um arranjo helicoidal dos estadios do ciclo, antes que uma
organizac¢ao segmentar na distribuicdo da onda, o que leva ao aparecimento de mais que um
estadio por sec¢do transversal do tibulo seminifero (SCHULZE & REHDER, 1984).

Shaver, em 1953, utilizando irradiagdo para a degeneracdo e mapeando a
recuperacao do epitélio seminifero, descreveu a duracdo do seu ciclo. Porém, em 1959,
Clermont e colaboradores utilizam a timidina associada ao tritio na marcac¢do dos estadios
iniciais do ciclo do epitélio seminifero, tornando efetiva e confidvel a avaliagdo da sua
duragdo (CLERMONT, 1972).

Em 1961, Amann e Almquist desenvolveram a metodologia para o acesso a reserva
espermatica testicular através da quantificacdo da populacao de espermatides no epitélio
seminifero (AMANN & LAMBIASE, 1969). Estes mesmo autores, em 1962, descreveram
a produgdo espermatica testicular como sendo a divisdo da reserva espermatica por um
divisor de tempo, a duragdo do ciclo do epitélio seminifero. Quando esta duracdo ¢
calculada em relagdo ao peso do testiculo, converte-se no mais importante parametro de
comparacdo interespecifica da avaliagdo do processo espermatogénico (AMANN &

LAMBIASE, 1969).



Morfometria testicular e o tubulo seminifero

O testiculo ¢ um o6rgdo com funcdo exdcrina e endocrina e que se apresenta
revestido por uma espessa capsula conjuntiva, a tunica albuginea, a qual envia septos para o
interior, formando o mediastino testicular e também dividindo o testiculo em lobulos. Este
orgdo ¢ constituido por dois compartimentos: o compartimento tubular e o intertubular. No
primeiro, responsavel pela producdo de espermatozdides, encontram-se os tubulos
seminiferos, os quais conectam-se através de duas extremidades a rete testis, localizada na
regido do mediastino testicular. Os tibulos seminiferos sdo constituidos, a partir de sua
por¢do externa para interna, de tinica propria, epitélio seminifero e lume. Na tlinica propria
sdo observadas as células mioides ou peritubulares, a membrana basal e fibras colagenas.
Dois tipos celulares de origens diferentes estdo presentes no epitélio seminifero: as células
de Sertoli, de origem somatica, e as células germinativas ou espermatogénicas (PAULA,
1999).

Hé uma relagdo direta entre o peso testicular e a producao espermatica (AMANN,
1970; OLAR et al., 1983; FRANCA & RUSSELL, 1998): quanto maior o testiculo, maior a
producao de espermatozoides. Porém, a quantidade de espermatozodides produzidos ¢
sempre maior que o nimero necessario para a fecundagao e nao necessariamente o tamanho
do testiculo acompanha proporcionalmente o tamanho corporal, uma vez que animais de
grande porte corporal produziriam um enorme excedente.

O indice gonadossomadtico representa a propor¢ao do peso corporal alocado em
testiculo. Segundo KENAGY & TROMBULAK (1986), a fungdo Y= 0.035 X *7* (Y =
massa de ambos os testiculos em gramas, X massa do corpo em gramas) descreve o indice
gonadossomatico (IGS) para 133 espécies diferentes de mamiferos, embora haja diferenca
desta formula em agrupamentos de ordens e subordens distintas. Segundo estes mesmos
autores, mamiferos de menor porte alocam maiores propor¢des de massa corporal e gasto
de energia para tecido testicular que mamiferos de maior porte. Assim um animal de 10g
apresenta IGS de 1,8%, enquanto um animal de 10 ton apresenta IGS de 0,04%.
Considerando-se somente os roedores, ¢ possivel uma variagdo do indice gonadossomatico
de 0,1% a 8. KENAGY & TROMBULAK (1986) ndo observaram também qualquer
correlagdo entre o tamanho do testiculo e sua localizagdo no corpo. Porém, em muitos

mamiferos, existe uma relacdo funcional entre o tamanho relativo dos testiculos e o sistema



de acasalamento. Testiculos sdo relativamente pequenos em animais monogamicos ou
poligadmicos masculinos e sdo relativamente maiores em animais com sistema promiscuo ou
poligdmico feminino, como, por exemplo, o chimpanzé que apresenta sistema promiscuo de
acasalamento com um indice gonadossomatico de 0,27%. Ja o gorila apresenta sistema
monogamico masculino, com um IGS de 0,02% (no homem o IGS ¢ de aproximadamente
0,08%). Outros fatores podem influenciar o IGS, devido a variagdes no tamanho do
testiculo, tais como: localizagdo geografica, tipo de habitat, idade, sazonalidade, ragas, etc.
(KENAGY & TROMBULAK, 1986)

A sele¢do presumivelmente atua no estabelecimento do tamanho dos testiculos
como um balango funcional da demanda de hormonios e espermatozdides e na otimizagao
do gasto de energia para crescimento, mantenca e produgdo testicular (KENAGY &
TROMBULAK, 1986). A producao de hormonios apresenta custo energético muito menor
que aquele observado para a producdo de espermatozéides. Assim, raramente se observam
grandes investimentos em células de Leydig e demais elementos do espago intertubular, em
relacdo aos tibulos seminiferos (SHORT, 1997). O cavalo e o camelo sdo os animais
domésticos que apresentam as maiores propor¢des volumétricas de tecido intertubular,
chegando a cerca de 38% do volume testicular (FRANCA & RUSSELL, 1998).Jao caoeo
gato apresentam os menores valores, cerca de 11 a 12% (PAULA, 1992; GODINHO,
1999). Dentre os animais silvestres ja estudados, as maiores propor¢des volumétricas de
tecido intertubular foram observados em toupeiras 60% (FAWCETT et al., 1973) e em
capivaras 50% (PAULA, 1999).

O tubulo seminifero apresenta uma grande variacdo na densidade volumétrica no
testiculo entre as diferentes espécies, porém ¢ geralmente o componente mais abundante do
parénquima testicular (FRANCA & RUSSELL, 1998). Todos os parametros quantitativos
relacionados com o tibulo seminifero, como: diametro tubular, espessura do epitélio
seminifero e o comprimento total e por grama de testiculo, apresentam uma relagao positiva

com a atividade espermatogénica (FRANCA & RUSSELL, 1998; PAULA, 1999).



Populagao celular e indices indicativos do rendimento da espermatogénese

Nos tabulos 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. Com exceg¢do de algumas espécies de
primatas, o arranjo dos estadios do ciclo do epitélio seminifero ¢ segmentar em todos os
mamiferos investigados e usualmente existe somente um estadio por sec¢do transversal de
tubulo seminifero (LEBLOND & CLERMONT, 1952; RUSSELL et al., 1990). Os estadios
se sucedem numa determinada area do epitélio seminifero, com o decorrer do tempo. Esta
seqiiéncia, assim ordenada, constitui o processo denominado ciclo do epitélio seminifero
(LEBLOND & CLERMONT, 1952; ORTAVANT et al., 1977; RUSSELL et al., 1990).
Dentre os sistemas utilizados para se estudar os estadios do ciclo do epitélio seminifero, o
mais empregado ¢ aquele baseado na forma e na localizagdo dos ntcleos 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). Este sistema, designado como método da morfologia tubular por
BERNDTSON (1977), permite a obtengdo de oito estadios do ciclo. Outra classificagao,
designada como método do sistema acrossomico, ¢ 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 ¢ variado (RUSSELL et al., 1990; FRANCA & RUSSELL, 1998).

O epitélio seminifero compde-se de quatro camadas de geragdes distintas de células
germinativas, que se apresentam em arranjos distintos. No estadio 1 do ciclo do epitélio
seminifero, observam-se camadas basais de espermatogdnias e espermatocitos primarios
em pré-leptoteno, camadas intermedidrias de espermatdcitos primarios em paquiteno € uma
camada adluminal de espermatides arredondadas. As razdes entre os diferentes tipos de
células germinativas constituem uma maneira bastante acurada de se analisar a eficiéncia
do processo espermatogénico. Esta abordagem na realidade permite comparagdes entre
diferentes espécies, servindo ainda como fator de corregdo para as contagens obtidas
através de diferentes metodologias € com cortes histologicos de espessura variada.
Classicamente, trés indices avaliando as diferentes fases da espermatogénese sao utilizados:

1) o coeficiente de eficiéncia de mitoses espermatogoniais, o qual quantifica o grau de



perdas celulares na fase espermatogonial ou proliferativa, estimando as degeneragdes que
ocorrem nas conversdes celulares de espermatogoénias do tipo A; até a formacdo de
espermatocitos primarios em pré-leptéteno; 2) o rendimento meidtico que avalia a
eficiéncia das duas divisdes meioticas; e 3) o rendimento geral da espermatogénese, no qual
a eficiéncia do processo espermatogénico como um todo (de A; até espermatides
arredondadas) ¢ investigado (PAULA, 1999).

A morte celular, também denominada apoptose, tem sido um dos topicos
mais intensamente estudados em ciéncias biologicas nos ultimos anos. Este processo
desempenha um papel fundamental durante o desenvolvimento normal e na homeostase dos
organismos multicelulares (JACOBSON et al., 1997, SINHA HIKIM & SWERDLOFF,
1999). No epitélio seminifero, a apoptose ocorre normalmente de forma espontanea ou em
resposta a varios fatores, tais como quimioterapia, temperatura elevada, disturbios
hormonais ¢ diminui¢do de fatores de crescimento, dentre outros (BLANCO-RODRIGUEZ
& MARTINEZ-GARCIA, 1998; HENRIKSEN & PARVINEN, 1998; SINHA HIKIM &
SWERDLOFF, 1999). Uma outra possibilidade, denominada degeneracdo densidade-
dependente, atualmente bastante aceita, mas ainda ndo testada, ¢ a de que a apoptose possa
ser um mecanismo homeostatico para limitar as células germinativas a um nimero que
pode ser suportado pelas células de Sertoli disponiveis (HUCKINS, 1978; DE ROOIJ &
JANSSEN, 1987; DE ROOIJ & LOK, 1987; SHARPE, 1994; DE ROOIJ, 1998). Talvez
este mecanismo seja na realidade uma competi¢do por fatores de crescimento e outros
fatores importantes, conforme ¢ sugerido por JACOBSON et al. (1997). No entanto, merece
ser ressaltado que, para cada espécie, a célula de Sertoli suporta um niimero limitado de
células germinativas (ORTH et al., 1988; FRANCA & RUSSELL, 1998; FRANCA et al.,
1999). Assim, mesmo em espécies com alta produgdo espermatica, as perdas celulares
durante as divisdes espermatogoniais podem ser consideravelmente altas, visto que o
numero de células entrando na fase meiotica deve ser ajustado para o numero que a célula
de Sertoli pode suportar (ROOSEN-RUNGE, 1973; SHARPE, 1994). Ainda de acordo com
ROOSEN-RUNGE (1973), o grau e o modo de degeneracdo das células germinativas ¢
espécie-especifico, mas em geral essa degeneracdao ocorre durante as divisdes mitoticas e
meioticas. Degeneracdes de espermatides alongadas raramente sdo observadas (RUSSELL

& CLERMONT, 1977).
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As interagdes entre as células de Sertoli e as células germinativas sdo cruciais para a
manutencdo da producdo espermdtica normal (GRISWOLD, 1995). Pelo fato de sua
populacdo ser estavel apds a puberdade e ao longo dos diferentes estadios do ciclo, a célula
de Sertoli serve como referéncia para se quantificar e avaliar funcionalmente o processo
espermatogénico. Ainda, a capacidade de suporte das células de Sertoli é muito variada e
espécie-especifica (RUSSELL & PETERSON, 1984; FRANCA & RUSSELL, 1998;
FRANCA et al., 1999). O numero de espermatides por célula de Sertoli é considerado
como um indice bastante acurado para se avaliar a eficiéncia e a funcao da célula de Sertoli,
sendo um fator determinante da produgdo espermatica (RUSSELL & PETERSON, 1984;
SHARPE, 1994).

Organizacio dos elementos do espaco intertubular

Em termos funcionais, o testiculo de mamiferos pode ser dividido em dois
compartimentos basicos: o compartimento tubular ou espermatogénico e o compartimento
intertubular ou androgénico. A propor¢ao entre estes compartimentos € bastante variavel,
sendo um dos principais fatores responsaveis pela diferenga observada para a eficiéncia na
producdao espermatica nas diversas espécies (RUSSELL et al., 1990; FRANCA &
RUSSELL, 1998).

Durante o desenvolvimento testicular, mais precisamente na puberdade, e durante a
recrudescéncia testicular em animais sazonais, a célula de Sertoli, principal reguladora do
processo espermatogénico, deixa de ser modulada unicamente pelo hormoénio foliculo
estimulante (FSH) que, gradativamente, ¢ substituido pela testosterona (MEANS et al.,
1976; JEGOU et al., 1983; SHARPE, 1994). Assim, como preparagio para esta
substituicdo, as células de Leydig devem ser adequadas numérica e fisiologicamente para
dar suporte ao novo requerimento de testosterona, sendo que o FSH parece influenciar
diretamente no desenvolvimento desta populacao (SHARPE, 1994).

FAWCETT et al. (1973) descreveram trés modelos para o arranjo dos componentes
do espaco intertubular nas diferentes espécies, indicando uma grande variagdo em relagdo a

quantidade de células de Leydig e a disposicdo de vasos/espacos linfaticos. Apesar do

11



pouco conhecimento a respeito das implicagdes fisiologicas desta variacao, FAWCETT et
al. (1973) especularam que a mesma estaria provavelmente relacionada com a habilidade
dos linfaticos de mover para fora dos testiculos substancias vascularmente secretadas e de
manter as concentragdes adequadas de androgenos no testiculo e nos vasos sangiiineos.
Intimeros fatores podem influir na quantidade de células de Leydig por animal,
dentre os quais podem ser destacados: a quantidade de LH disponivel; o numero de
receptores de LH por célula; a quantidade de testosterona que a célula de Leydig ¢ capaz de
secretar em um dado tempo; a velocidade pela qual a testosterona deixa o testiculo via
vasos linfaticos, vasos sangiiineos e fluido seminal; o volume sangiiineo do animal e a taxa
de metabolismo da testosterona (RUSSELL et al., 1994; RUSSELL, 1996). Neste sentido,
observando que apenas 2,2% do testiculo de ratos sdo ocupados por células de Leydig
(MENDIS-HANDAGAMA, et al., 1988), nota-se que este valor ¢ muito inferior aos 33%
observados no testiculo de capivaras (PAULA, 1999). Porém, se inferirmos estes valores ao
IGS de 4,26% para o rato (KENAGY & TROMBULAK, 1986) e de 0,125% para a
capivara (PAULA, 1999), o indice de peso corporal alocado em célula de Leydig (indice
Leydigossomatico) para o rato sera de 0,094 % e para a capivara de 0,041%. Assim,
proporcionalmente o rato apresenta, na verdade, cerca de duas vezes a quantidade de
células de Leydig observada em capivaras. Desta forma, a propor¢ao volumétrica testicular

parece nao refletir o real requerimento fisioldgico de células de Leydig por animal.

Biopsia testicular

A biopsia testicular € um procedimento utilizado em muitos casos para avaliacao de
patologias relacionadas a infertilidade (NSEYO et al., 1984). Algumas das patologias mais
freqiientemente observadas incluem, aplasia de células germinativas, hipoespermatogénese,
condi¢des inflamatorias e neoplasias (LOPATE et al., 1989). Os métodos mais comuns de
bidpsia testicular sdo a bidpsia aspirativa e a bidpsia incisional (FINCO, 1974; LOPATE et
al., 1989).

As potenciais complicagdes da biopsia testicular sdo os danos ao parénquima, que
localmente vao interromper a espermatogénese, ou aderéncias que podem impedir a
termoregulagdo testicular. Tais complicagdes tém feito com que a técnica de bidpsia

testicular seja pouco aceita, tendo assim um uso limitado (ATTIA et al., 2000). Ainda que
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danos histologicos estejam presentes nos testiculos de caes apds a bidpsia, efeitos
permanentes na producao e motilidade dos espermatozdides apds repetidas bidpsias em
testiculos alternados (JAMES et al., 1979), biopsia unilateral (HUNT et al., 1965), ou
bidpsia unilateral apds orquiectomia unilateral (HUNT & FOOTE, 1997) parecem
insignificantes. Cavalos castrados apos bidpsia incisional unilateral demonstraram apenas
um transitério aumento na degeneracdo de espermatocitos em pré-leptdteno e
espermatogdnias do tipo B no testiculo biopsiado (DELVENTO et al., 1992). Neste
sentido, a biopsia testicular mostra-se muito efetiva para a coleta de material bioldgico sem
maiores danos reprodutivos a longo prazo, em diferentes espécies ja estudadas (GALINA,
1971; LOPATE et al., 1989; FELDMAN & NELSON, 1996; MUNSON et al., 1996).
Ainda que procedimentos invasivos nos testiculos e epididimos possam induzir a
producdo de anticorpos antiespermatozoides, a dura¢do destes anticorpos € transitdria, ndo
havendo efeitos negativos na producao espermatica e na motilidade dos espermatozoides.
Assim, a associagdo de anticorpos a diminuicdo na porcentagem de espermatozodides
normais nao ¢ clinicamente significante, concluindo-se que a bidpsia testicular e a

aspirag@o do epididimo sdo procedimentos diagnosticos seguros (ATTIA et al., 2000).

Objetivos

O presente trabalho propods avaliar a organizagdo dos componentes do testiculo, bem
como o ciclo do epitélio seminifero, o rendimento intrinseco de cada fase do processo
espermatogénico, a reserva espermatica testicular, bem como as correlagdes destes itens
com parametros biométricos corporais e testiculares, com o objetivo de fornecer
informagdes pertinentes sobre o processo espermatogénico deste felino da fauna brasileira,
para subsidio a projetos de conservacdo e protecdo da vida silvestre que envolvam

programas de reproducao.
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1 -MORFOMETRIA TESTICULAR E O TUBULO SEMINIFERO DA ONCA-
PINTADA (PANTHERA ONCA).

AZEVEDO, Maria Helena Ferreira, Universidade Federal de Vigosa.

Resumo

Uma relagdo direta entre o peso testicular e a producdo espermatica foi observada
nos animais j& investigados. O tamanho testicular reflete principalmente o comprimento
total do tubulo seminifero, uma vez que este ¢ o seu principal componente. A composicao
do parénquima testicular e o tamanho relativo dos testiculos em uma dada espécie podem
fornecer valiosas informagdes quanto a fisiologia reprodutiva e at¢é mesmo quanto ao seu
sistema de acasalamento. O objetivo deste trabalho foi relacionar os dados de morfometria
testicular e do tubulo seminifero a massa corporal em ongas-pintadas adultas mantidas em
cativeiro. O peso corporal médio das ongas-pintadas do presente experimento foi de 78,5
kg, dos quais cerca de 0,034% sdo alocados em massa testicular e 0,022% especificamente
em tibulos seminiferos, que representaram cerca de 77,7% do parénquima testicular. O
diametro médio dos tubulos seminiferos em onga-pintada foi de 257um, e a espessura
média do epitélio seminifero foi de aproximadamente 90um. A onga-pintada apresenta

cerca de 12,2 metros de tubulo seminifero por grama de testiculo.

Palavras chave: testiculo, tibulo seminifero, onga-pintada, Panthera on¢a, indice
gonadossomatico

Abstract

A direct relationship between the testicular weight and the sperm production was
observed in all investigated animals. The testicular size reflects mostly the total length of
seminiferous tubules, given at the latter is its your main component. The composition of the
testicular parenchyma and the relative size of the testicles in one species can supply
valuable information regarding the reproductive physiology and even the breeding system
of this species. The medium corporal weight of the jaguar in the present experiment was

78,5 kg, of which about 0,034% are located in the testicular mass, and 0,022% specifically
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in the seminiferous tubules, which represented about 77,7% of the testicular parenchyma.
The average diameter of seminiferous tubules in jaguars was 257 um, and the average
thickness of the seminiferous epithelium was about 90m. Jaguars have about 12,2 meters of

seminiferous tubules by testicle gram.

Key words: testes, seminiferous tubule, jaguar, Panthera on¢a,gonadossomatic index.

1.1 - Introducao

A onga-pintada (Panthera ong¢a) ¢ o maior felino do continente americano, podendo
atingir 150 Kg. Atualmente ¢ encontrada desde o México até o sul da Patagonia, tendo sua
distribuicdo associada a presenca de agua, ocorrendo em florestas tropicais, regides
pantanosas, nos pampas e charcos. Quanto ao “status” de conservacao ¢ considerada uma
espécie vulneravel a extingdo, mas em algumas areas de floresta atlantica, cerrado e
caatinga ja foram praticamente exterminadas (THE WORLD CONSERVATION
UNION,1996). As maiores ameagas as populacdes de oncas sdo a destruicao do seu habitat
e a caga ilegal. Existem cerca de oito subespécies de onga-pintada, sendo os maiores
exemplares observados em subespécies do pantanal mato-grossense (GEOCITES, 2001).

Ha uma relagdo direta entre o peso testicular e a producao espermatica (AMANN,
1970; OLAR et al., 1983; FRANCA & RUSSELL, 1998): quanto maior o testiculo, maior a
producdao de espermatozodides. Porém, a quantidade de espermatozdides produzidos ¢é
sempre maior que o numero necessario para a fecundagdo, € ndo necessariamente o
tamanho do testiculo acompanha proporcionalmente o tamanho corporal, uma vez que
animais de grande tamanho corporal produziriam um enorme excedente.

A composi¢do do parénquima testicular (PAULA, 1999) e o tamanho relativo dos
testiculos (KENAGY & TROUMBULAK, 1986) em uma dada espécie podem fornecer
valiosas informacdes quanto a fisiologia reprodutiva e até mesmo quanto ao seu sistema de
acasalamento. Assim, o estudo da morfologia testicular e do processo espermatogénico em
animais silvestres ¢ fundamental para o estabelecimento de padrdes fisiologicos com os

quais se pode estabelecer protocolos para reprodugdo assistida. O objetivo deste trabalho

21



foi relacionar os dados de morfometria testicular e do tibulo seminifero a massa corporal

em oncas-pintadas adultas mantidas em cativeiro.

1.2 - Material e Métodos

Foram utilizados cinco ongas-pintadas machos adultos, oriundos de parques
zoologicos nos estados de Sao Paulo e Minas Gerais. Os animais foram contidos e mantidos
em anestesia geral com a utilizagdo da associacdao tiletamina/zolazepan na dose de
10mg/Kg. Os animais utilizados no presente experimento foram aqueles fora de programas
de reproducao, por ndo apresentarem procedéncias conhecidas e, desta forma, ndo poderem
ser utilizados em acasalamentos seguros sob o ponto de vista da ndo miscigenacdo entre
subespécies distintas.

Os animais foram pesados e ambos os testiculos foram mensurados quanto a
largura, espessura, € ao comprimento, com paquimetro digital. Para a determinag¢do do
volume testicular, utilizou-se a formula 4/3t ABC, onde A= metade da largura, B= metade
da espessura e C metade do comprimento (MOREIRA, 1995; GUIAO-LEITE, 2002;
BITTENCOURT, 2003). Como as mensuragdes foram realizadas percutaneamente, a
espessura da pele também foi mensurada e descontada das dimensdes testiculares. O
volume testicular foi diretamente convertido em gramas, visto que a densidade volumétrica
do testiculo de mamiferos ¢ muito proxima a um (JOHNSON et al., 1981; PAULA, 1999).
A albuginea e o mediastino testiculares foram estimados em 18% da massa testicular e
assim, para o calculo do peso do parénquima testicular, este valor foi descontado do volume
total dos testiculos.

Apds tricotomia e anti-sepsia local, a pele do escroto foi incisada e, com o uso de
um bisturi circular de quatro mm de diametro, foi obtido um fragmento da regido média do
testiculo direito ou esquerdo. Este foi imediatamente fixado, utilizando-se solugdo de
aldeido glutarico (Merck) a 4% em tampdo fosfato 0,1mol L' pH 7,4, a temperatura
ambiente por um minimo de duas horas, sendo posteriormente armazenado sob refrigeragao
no mesmo tampao.

Para estudos em microscopio de luz os fragmentos foram desidratados em séries de

concentragdes crescentes de alcoois (70°, 80°, 90° e 100° GL) ¢ incluidos em resina plastica
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a base de glicol metacrilato. Foram obtidos tantos cortes histologicos quanto possivel, de
modo seqiiencial, com quatro um de espessura, por meio de microtomo rotativo dotado de
navalha de vidro, os quais foram corados com solu¢do de azul de toluidina / borato de sddio
a 1%.

Ao microscopio de luz, com auxilio de uma ocular integradora dotada de 100 pontos
em aumento de 640 vezes, foram avaliadas as propor¢des volumétricas do tubulo
seminifero e do espaco intertubular no parénquima testicular, através da contagem de
pontos sobre estes componentes teciduais, em dez campos aleatoriamente distribuidos para
cada animal. Inferindo estas propor¢des ao volume total do parénquima testicular, foram
obtidos os volumes totais de cada componente testicular em todos animais. O diametro
médio dos tibulos seminiferos e a espessura do epitélio seminifero foram obtidos pela
média das mensuragdes, de 20 seccoOes transversais de tibulos seminiferos, o mais circular
possivel, em cada animal, utilizando-se uma ocular micrométrica.

Devido ao formato cilindrico do tubulo seminifero, o calculo do seu comprimento
foi baseado na formula: comprimento = volume / area da base. O volume foi calculado
previamente através da propor¢ao volumétrica de tibulos seminiferos no volume testicular
e a area da base correspondeu a area da secgio transversal do tibulo seminifero (tr?).

Através do peso calculado de ambos os testiculos foi possivel o calculo do indice
gonadossomatico, o qual refere-se ao percentual de massa corporal alocado em gonadas. Ja
para o calculo do indice tubulossomatico, inferiu-se ao indice anterior a proporgao
volumétrica correspondente aos tiibulos seminiferos.

Os dados foram analisados quanto a média, desvio padrdao e em alguns casos o
coeficiente de variagdo e o coeficiente de correlacdo segundo a fungdo estatistica do

programa Microsoft Excel ® versdo 7.0 e SAEG (Sistema para analises estatisticas).

1.3 - Resultados e discussao

O processo de bidpsia testicular vem sendo amplamente utilizado em estudos da
fisiologia e patologia reprodutivas, em animais domésticos e silvestres, por ser um método
conservativo da capacidade reprodutiva dos animais, ndo apresentando efeitos deletérios na

producdo espermatica a longo prazo (LOPATE et al., 1989; THRELFALL & LOPATE,
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1993; ATTIA et al, 2000; GUIAO LEITE, 2002; BITTENCOURT, 2003;
MASCARENHAS et al., 2004). Esta metodologia ¢ uma excelente alternativa em relacdo a
castragdo ou hemicastragdo uma vez que fornece material suficiente para a analise
microscopica representativa do testiculo, pelo fato de ndo se observarem diferengas
significativas na composicdo do parénquima testicular entre as diferentes regides do
testiculo (AMANN, 1970; BERNDTSON, 1977; AMANN, 1981).

O peso corporal médio dos animais estudados foi de 78,5 kg (Tab. 1), variando entre
70 e 90 kg, dentro de uma faixa considerada normal para a espécie, embora ndo raramente
encontrem-se animais acima dos 100 kg em cativeiro e mais raramente em vida livre
(NOVAES, Comunicacdo Pessoal). O peso testicular foi calculado a partir de suas
dimensdes, uma vez que, para este trabalho, foram realizadas coletas de fragmentos através
de bidpsias testiculares no intuito de se manter o potencial reprodutivo dos animais. A
estimativa do volume através da formula matemadtica utilizada mostrou-se bastante efetiva
em testiculos de cdes submetidos a castracdo, apresentando alta correlagdo com os valores
correspondentes do peso testicular (PAULA, 1992). Esta técnica foi utilizada com o mesmo
propésito para a onga parda (GUIAO-LEITE & PAULA, 2003) e para o lobo guard
(BITTENCOURT, 2003). Segundo JOHNSON et al. (1981) a densidade volumétrica do
testiculo ¢ de aproximadamente 1,046 g/ml, devido a isto, assumiu-se na presente
experimentagdo o volume testicular em mililitros igual a sua massa em gramas.

A producdo espermatica ¢ altamente correlacionada ao tamanho testicular
(AMANN, 1970; OLAR et al., 1983; JOHNSON et al., 2000). O peso dos testiculos em
onga-pintada ndo sofreu variacdo significativa entre os antimeros direito e esquerdo
(p>0,05), concordando com o observado para todos os mamiferos investigados (FRANCA
& RUSSELL, 1998). O peso de ambos os testiculos apresentou uma variagao consideravel
entre os individuos de onga-pintada avaliados (cv=40,8) (Tab. 1), porém, apresentou-se
altamente correlacionado a massa corporal (r= 0,96). O modelo que melhor explica o
comportamento do peso de ambos os testiculos em fungdo do peso corpéreo nos animais
estudados, ¢ o linear (peso de ambos os testiculos= -79,73 + 0,0014X, p< 0,05). Nesse
sentido, o indice gonadossomatico (IGS), que representa o percentual de massa corporal
alocada em testiculos, demonstrou consisténcia quanto a similaridade do tamanho relativo

do testiculo.
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O indice gonadossomatico da onga-pintada ¢ em média 0,034% (Tab. 1), muito
similar ao observado na onga parda (0,03 %; GUIAO LEITE, 2002) e menor que o
observado para pequenos felinos como o gato doméstico e o Felis silvestris (0,07% e
0,05%) (GODINHO, 1999; KENAGY & TROMBULAK, 1986). Estes dados reforcam o
descrito para todos os mamiferos por KENAGY & TROUMBULAK (1986), que o
tamanho relativo dos testiculos ¢ inversamente proporcional ao tamanho corporal, por haver
uma maior aloca¢do da massa corporal e dispendimento energético, no tecido testicular em
animais de menor porte. Esta afirmativa também parece ser verdadeira para pdassaros,
peixes e insetos (SHORT, 1997).

Embora o tamanho relativo dos testiculos ndo se correlacione com sua localizagao
corporal ou a forma de locomogdo do animal (KENAGY & TROUMBULAK, 1986),
aliado a morfologia do espermatozdide, o IGS ¢ um indicador do sistema de acasalamento
da espécie (SHORT, 1997). No caso da onca-pintada, assim como da onga parda, o
pequeno IGS reflete seu comportamento reprodutivo no qual raramente uma fémea copula
com mais de um macho durante o cio (HEMKER et al.,, 1992), ndo havendo assim
necessidade de um grande investimento em massa testicular e conseqiiente producao
espermatica, visto que ndo havera competicdo entre espermatozdides de diferentes machos
na fertilizacdo da mesma fémea (KENAGY & TROUMBULAK, 1986).

A albuginea e o mediastino testiculares compdem a morfofisiologia do testiculo,
embora ndo participem diretamente da funcdo espermatogénica ou androgénica Desta
forma, nos estudos fisiologicos, estas estruturas sao desconsideradas do peso testicular para
a confecgdo do calculo do parénquima testicular (JOHNSON et al., 1981). Na maioria das
espécies domésticas a propor¢ao volumétrica da albuginea e mediastino testiculares ¢
geralmente em torno de 10% (FRANCA & RUSSELL, 1998), porém, dados de carnivoros
demonstram serem estas estruturas mais abundantes. Assim, GODINHO (1999) observou
no gato doméstico valores proximos a 18%, MASCARENHAS et al., (2004) descrevem
valores similares para o cdo, assim como BITTENCOURT (2003) em lobo guarés e Barros
(dados nao publicados) em ledes africanos. Desta forma, para a estimativa da massa do
parénquima testicular em onga-pintada, foram considerados 18% do peso testicular

alocados em albuginea e mediastino testiculares.
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Tabela 1. Peso corporal, peso testicular e indice gonadossomatico de ongas-pintadas
adultas.

Animal Peso corporal ~ Peso testiculo  Peso testiculo  Peso de ambos Volume total do Indice
(2 direito (g) esquerdo (g)  os testiculos (g)  parénquima  gonadossomatico

testicular (ml) (%)

1 77000 12,23 14,93 27,17 22,28 0,035

2 90000 19,62 21,46 41,08 33,69 0,046

3 73000 9,45 7,04 16,49 13,52 0,023

4 82500 19,74 16,74 36,48 29,91 0,044

5 70000 8,00 8,59 16,60 13,61 0,024

médiat 78500 £ 7953 13,80 + 5,57 13,75+ 5,94 27,56 + 11,23 22,6+ 9,2 0,034 + 0,01
desvio padrdo

Coeficiente 10,1 40,4 43,2 40,8 40,8 31,3

de variagdo

Embora o termo parénquima testicular ndo seja totalmente adequado para a
referéncia do testiculo desprovido de albuginea e mediastino testiculares, ¢ um termo
amplamente disseminado na literatura especializada (BERNDTSON, 1977; JOHNSON et
al., 1981; RUSSELL et al., 1990; JOHNSON et al., 2000). O parénquima testicular ¢
dividido em dois compartimentos, o tubular e o intertubular (AMANN, 1970; FAWCET et
al., 1973; AMANN, 1983; RUSSELL et al., 1990). O compartimento tubular ¢ o principal
componente do testiculo na grande maioria dos mamiferos, exercendo grande influéncia
sobre o peso testicular e sobre a producdo espermatica (AMANN, 1970; FRANCA &
RUSSELL, 1998; PAULA, 1999). Com excec¢do dos baixos valores descritos na marmota e
na capivara (RUSSELL et al., 1990b; PAULA, 1999), a maioria dos animais investigados
apresenta entre 70 e 90% de tibulo seminifero no parénquima testicular (RUSSELL &
FRANCA, 1995; FRANCA & RUSSELL, 1998; PAULA, 1999), incluindo nesta faixa os
valores observados em felinos, tais como o gato doméstico, com cerca de 90%
(GODINHO, 1999), e a onga parda, com 78% (GUIAO LEITE, 2002). Seguindo esta
tendéncia, a onga-pintada apresentou cerca de 77,7 % de tibulo seminifero no parénquima
testicular (Tab.2), o que corresponde em média a 17,7 mililitros alocados em ambos os
testiculos (Tab.2).

O indice tubulossomatico ¢ um parametro que visa quantificar o investimento em
tabulos seminiferos em relagdo a massa corporal. Assim, a onga-pintada aloca
aproximadamente 0,02% do peso corporal em tibulo seminifero (Tab. 2), o mesmo valor

observado na onga parda (GUIAO LEITE, 2002). O modelo linear é o que melhor explica o
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comportamento do volume total de tibulos seminiferos em relacdo ao peso corporal na
onga-pintada (Volume do tibulo = -50,64 + 0,00087 peso corporal). O indice
tubulossomatico do gato doméstico, 0,06% (GODINHO, 1999), demonstra um maior
investimento corporal desta espécie na produgdo espermatica, reafirmando a tendéncia

descrita por KENAGY & TROUMBULAK (1986) para animais de menor porte.

Tabela 2. Propor¢ao volumétrica dos componentes do parénquima testicular, volume total
de tabulo seminifero e o indice tubulossomatico de ongas-pintadas adultas.

Animal Proporgdo volumétrica ~ Proporgdo volumétrica Volume total do Indice tubulossomatico
de tibulo seminifero de espago intertubular tubulo seminifero (%)
(%) (%) (ml)
1 70,9 29,1 15,79 0,020
2 75,5 24,5 25,43 0,028
3 83,88 14,98 11,34 0,016
4 81,7 18,3 24,43 0,030
5 73,37 26,62 9,99 0,014
médiat desvio 77,07 £5,52 22,70 £5,9 17,67 7,02 0,022 £ 0,007
padrdo

A medida do didmetro tubular ¢ uma abordagem classicamente utilizada
como indicador da atividade espermatogénica em investigagdes envolvendo a funcao
testicular (ATTAL & COUROT, 1963; GODINHO & CARDOSO, 1979; FRANCA &
CARDOSO, 1998; SINHA HIKIM et al., 1991; RUSSELL et al., 1994; MUNOZ et al.,
1998). Embora o didmetro tubular médio possa chegar a 550 um em algumas espécies de
marsupiais (WOOLLEY, 1975), o valor tipicamente observado para a maioria dos amniotas
varia de 180 a 300 um (ROOSEN-RUNGE, 1977). Os valores observados na onga-pintada,
em média 257um (Tab. 3), apresentam-se muito proximos aos observados na onga parda
(GUIAO LEITE, 2002) e no gato doméstico (GODINHO, 1999) e dentro da amplitude
citada para as demais espécies estudadas.

No rato, WING & CHRISTENSEN (1982) reportam diferengas significativas no
diametro tubular ao longo do tabulo seminifero, acompanhando as variagdes do ciclo do
epitélio seminifero, relacionadas com o aumento do lume tubular que precede a
espermiacdo. Assim, a mensuracao da espessura do epitélio seminifero ¢ mais efetiva para a
avaliacdo da produgdo espermatica do que o didmetro tubular. Na onga-pintada, a espessura

média do epitélio seminifero foi de 90,3 um (Tab. 3), acima do observado para a onga
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parda (67pum) (GUIAO LEITE, 2002) e para o gato doméstico (81pm) (GODINHO, 1999),
porém, dentro da amplitude observada nos animais domésticos, que ¢ de 60 a 100 um

(FRANCA & RUSSELL, 1998).

Tabela 3. Diametro do tibulo seminifero, espessura do epitélio seminifero e comprimento
do tiibulo por testiculo e por grama de testiculo de ongas-pintadas adultas.

Animal Diametro do Espessura do Comprimento do Comprimento total
tubulo seminifero epitélio tabulo seminifero do tabulo
(um) seminifero (um) por grama de seminifero por
testiculo (m/g) testiculo (m)
1 250,75 96,19 11,77 144,02
2 269,62 99,44 10,84 232,66
3 259,37 83,31 13,02 91,69
4 263,25 86,75 12,31 86,70
5 242,37 85,87 13,04 279,81
médiat desvio 257,07 £ 10,68 90,3 £7,06 12,20 + 0,93 166,98 + 86,15
padrdo
coeficiente de 4.2 7,8 7,6 51,6
varia¢do

A onga-pintada apresenta cerca de 12,2 metros de tibulo seminifero por grama de
testiculo (Tab. 3), valor este dentro da faixa de 10 a 15 m/g descrita para a maioria dos
animais domésticos (FRANCA & RUSSELL, 1998), porém abaixo da descrita para o gato
doméstico, 23 m/g (GODINHO, 1999), e para a onga parda, 18m/g (GUIAO LEITE, 2002).
Estes valores decrescentes do gato doméstico, onga parda e onga-pintada mais uma vez
reforgam o investimento inverso na producao espermatica em relacao a massa corporal.

O tamanho testicular reflete o comprimento total do tabulo seminifero, uma vez que
este ¢ o seu principal componente. O modelo linear melhor explica o comportamento do
comprimento total de tubulos seminiferos em relagdo ao peso corporal na onga-pintada
(comprimento tubular = -73158,9 + 1,35 peso corporal). Na onga-pintada, uma grande
variagdo foi observada entre os individuos quanto ao comprimento total de tibulos (cv=
51,6) (Tab. 3), acompanhando a grande variagdo observada no volume testicular. Porém,
esta variagdo ¢ irrelevante quando analisada por unidade de peso testicular (cv= 7,6),
denotando mais uma vez a constancia do investimento na produgdo espermatica desta

espécie.
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2.0- POPULACAO CELULAR, INDICES INDICATIVOS DO RENDIMENTO DA
ESPERMATOGENESE E A RESERVA ESPERMATICA TESTICULAR NA
ONCA-PINTADA (PANTHERA ONCA) ADULTA.

AZEVEDO, Maria Helena Ferreira, Universidade Federal de Vigosa.

Resumo

O rendimento intrinseco da espermatogénese e os indices de capacidade suporte da
célula de Sertoli sdo efetivamente os melhores indicadores da capacidade de produgdo
espermatica em uma dada espécie. Uma extensiva perda celular ¢ observada durante o
processo espermatogénico e apenas 15% a 50% dos espermatozoides teoricamente
esperados sdao produzidos nos mamiferos investigados. A quantificacdo da reserva
espermatica testicular ¢ um parametro bastante util em experimentacdes envolvendo a
produgao espermatica, visto que o tempo requerido para producdo dos espermatozoides ¢é
constante para membros da mesma espécie. O objetivo deste trabalho foi quantificar o
rendimento intrinseco ¢ o indice de células de Sertoli do processo espermatogénico e
estimar a reserva espermatica testicular, através da avaliacdo histologica de fragmentos,
obtidos por biopsia testicular, de ongas-pintadas adultas de cativeiro. No epitélio
seminifero da onga-pintada, cerca de 9,2 espermatdcitos primarios em pré-leptdteno sao
produzidos por espermatogonias do tipo A. Durante as divisdes meidticas apenas 3,2
espermatides foram produzidas a partir de espermatdcitos primarios. O rendimento geral da
espermatogénese da onga-pintada foi de aproximadamente 23,4 células, e cada célula de
Sertoli foi capaz de sustentar e manter aproximadamente 19,2 células da linhagem
germinativa, das quais cerca de 11 sdo espermadtides arredondadas. A cada ciclo do epitélio
seminifero, cerca de 166 milhdes de espermatozdides sdo produzidos por grama de

testiculo.

Palavras chave: Rendimento intrinseco da espermatogénese, reserva espermatica
testicular, onca-pintada, Panthera onca.

Abstract

The intrinsic yield of spermatogenesis and the index of support capacity of the

Sertoli cell are the best indicators of sperm production in a species. An extensive cellular
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loss was observed during the spermatogenic process and just 15% to 50% of the
theoretically expected spermatozoids were produced in the investigated mammals. The
quantification of the testicular sperm reserve is a very useful parameter in experiments
involving sperm production, since the time required for production of the spermatozoids is
constant for members of the same species. In the seminiferous epithelium of the jaguar, 9,2
primary spermatocites in pre-leptoten were produced by “A” spermatogonia. During the
meiotic divisions just 3,2 spermatides were produced by a primary spermatocite. The
general spermatogenic yield of the jaguar was about 23,4 cells and each Sertoli cell was
able to sustain and to keep about 19,2 germ cells, 11 of which were round spermatides. In
each seminiferous epithelium cycle about 166 million of spermatozoids were produced by

testicle gram.

Key words: intrinsic yield of spermatogenesis, testicular sperm reserve, jaguar, Panthera
onca.

2.1 - Introducio

A onga-pintada (Panthera onga) € o maior felino do continente americano, podendo
atingir 150 Kg. Das oito subespécies descritas para a onga-pintada, trés sdo de ocorréncia
no Brasil, sendo a P. onca palustris a maior delas (GEOCITES, 2001). Os ecossistemas de
ocorréncia sao a floresta atlantica, cerrado, pantanal e amazonia, sendo este tltimo o unico
que pode manter uma variabilidade genética suficiente para a manutengao da espécie (THE
WORLD CONSERVATION UNION, 1996). De acordo com a disponibilidade de alimento
em cada ecossistema, a onga-pintada ocupa um territorio entre 10 e 40 km’
(BRAZILNATURE, 2001). Quanto ao status de conservacao, a espécie esta incluida no
apéndice I CITES (Convention on International Trade In Endengered Species) (THE
WORLD CONSERVATION UNION, 1996), considerada assim como uma espécie
vulneravel a extingdo, mas em algumas areas de floresta atlantica, cerrado e caatinga ja foi
praticamente exterminada. As altas taxas de desmatamento e conseqiiente fragmentagao do
habitat isolam as populacdes de onga-pintada deixando-as mais vulneraveis a predagdo

humana (THE WORLD CONSERVATION UNION, 1996).
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Embora o tamanho testicular apresente um relacionamento direto com a produgao
espermatica (AMANN, 1970; OLAR et al, 1983; FRANCA & RUSSELL, 1998), o
rendimento intrinseco da espermatogénese e os indices de capacidade suporte da célula de
Sertoli sdo efetivamente os melhores indicadores da capacidade de produgdo espermatica
em uma dada espécie (BERNDTSON et al., 1983; RUSSELL & PETERSON, 1984;
SINHA-HIKIM et al., 1988; QUEIROZ & CARDOSO, 1989; FRANCA & RUSSELL,
1998).

Uma extensiva perda celular ¢ observada durante o processo espermatogénico.
Apenas 25 a 35 % do nuimero tedrico de espermatdcitos sdo produzidos durante a fase
espermatogonial (FRANCA & RUSSELL, 1998; SANTOS, 1999). Embora na fase
espermiogénica as perdas celulares sejam consideradas pequenas e nao significativas
(AMANN, 1970; BERNDTSON, 1977; RUSSELL & PETERSON, 1984; JOHNSON et
al., 2000), durante a fase meiotica, nas diferentes espécies animais estudadas, uma perda
entre 20 a 48% ¢ observada (GODINHO & CARDOSO, 1979; JONES & BERNDTSON,
1986; BILASPURI & GURAYA, 1984; PAULA, 1999; BITTENCOURT, 2003). Em todos
os mamiferos investigados somente cerca de 15% a 50% dos espermatozdides teoricamente
esperados sdo produzidos (HUCKINS, 1978; CASTRO et al., 1997; FRANCA &
RUSSELL, 1998; SWERDLOFF et al., 1998). Em resumo, as perdas celulares sdo um
componente integrante do processo espermatogénico, com uma variagao espécie especifica.

A célula de Sertoli ¢ a principal implicada na regulacio do processo
espermatogénico por propiciar um micro ambiente adequado para o seu pleno
funcionamento (RUSSELL & GRISWOLD, 1993), sendo o numero de células
germinativas suportado por uma unica célula de Sertoli o melhor indicativo da sua
eficiéncia funcional, refletindo diretamente na produgdo espermatica por unidade de area do
tubulo seminifero (WEBER et al., 1983; RUSSELL & PETERSON, 1984; SINHA-HIKIM
et al., 1988).

A reserva espermatica testicular quantifica o nimero potencial de espermatozoides
em produgdo no testiculo, ou por grama de testiculo a cada ciclo do epitélio seminifero de
uma dada espécie (AMANN & LAMBIASE, 1969; BERNDTSON, 1977). E um parametro

bastante util em experimentagdes envolvendo a producdo espermatica, visto que o tempo

34



requerido para produgdo dos espermatozodides ¢ constante para membros da mesma espécie
(BERNDTSON, 1977).

O estudo quantitativo das relagdes populacionais do epitélio seminifero e da reserva
espermatica testicular em animais silvestres além de valioso no estabelecimento dos
padrdes fisioldgicos, pode ajudar no estabelecimento de protocolos para programas de
reproducdo assistida em espécies ameacadas. O objetivo deste trabalho foi quantificar o
rendimento intrinseco ¢ o indice de células de Sertoli no processo espermatogénico e
estimar a reserva espermatica testicular, através da avalia¢do histologica de fragmentos,

obtidos por bidpsia testicular, de ongas-pintadas adultas de cativeiro.

2.2 - Material e Métodos

Foram utilizados cinco ongas-pintadas machos adultos, oriundos de parques
zooldgicos nos estados de Sdo Paulo e Minas Gerais. Por ndo apresentarem procedéncia
conhecida e, conseqiientemente, subespécie determinada, os animais utilizados no presente
experimento ndo estavam incluidos em programas de reproducdo. Os animais foram
contidos e mantidos em anestesia geral com a utilizagdo da associagdo tiletamina/zolazepan
na dose de 10mg/Kg. Os animais foram pesados e para a determinacdo do volume
testicular, ambos os testiculos foram mensurados quanto a largura, espessura, € ao
comprimento, com paquimetro digital, através da férmula 4/3n ABC, onde A= metade da
largura, B= metade da espessura e C metade do comprimento (MOREIRA, 1996; GUIAO-
LEITE, 2002; BITTENCOURT, 2003). Como as mensuragoes foram realizadas
percutaneamente, a espessura da pele também foi mensurada e descontada das dimensdes
testiculares. O volume testicular foi diretamente convertido em gramas, visto que a
densidade volumétrica do testiculo de mamiferos ¢ muito préxima a um (JOHNSON et al,
1981; PAULA, 1999). A albuginea e o mediastino testiculares foram estimados em 18% da
massa testicular e assim, para o calculo do peso do parénquima testicular, este valor foi
descontado do volume total dos testiculos.

Ap6s tricotomia e anti-sepsia local, a pele do escroto foi incisada € com o uso de um
bisturi circular de quatro mm de didmetro, foi obtido um fragmento da regido média do
testiculo direito ou esquerdo. Este foi imediatamente fixado, em solu¢ao de aldeido

glutarico (Merck) 4% em tampao fosfato 0,1mol L' pH 7.4, & temperatura ambiente por um

35



minimo de duas horas, sendo posteriormente armazenado sob refrigeragdo no mesmo
tampao.

Para estudos em microscopio de luz, os fragmentos foram desidratados em séries de
concentragdes crescentes de alcoois (70°, 80°, 90° e 100° GL) e incluidos em resina plastica
a base de glicol metacrilato. Foram obtidos tantos cortes histologicos quanto possivel, de
modo seqiiencial, com quatro pm de espessura, por meio de micrétomo rotativo dotado de
navalha de vidro, os quais foram corados com solugao de azul de toluidina / borato de s6dio
a 1%.

Em dez seccdes transversais de tibulos seminiferos, no estadio um do ciclo do epitélio
seminifero, segundo o método da morfologia tubular (BERNDTSON, 1977), foram
quantificadas as populacdes de: espermatogonias do tipo A (SPTG A), espermatdcitos
primarios em pré-leptoteno (PL), espermatocitos primarios em paquiteno (PQ),
espermatides arredondas (AR) e células de Sertoli (S). Devido a diferengas no tamanho dos
diferentes tipos celulares, as populacdes celulares obtidas foram corrigidas numericamente
considerando-se a espessura do corte e o diametro nuclear ou nucleolar, este ultimo, no
caso das células de Sertoli, utilizando-se para isto a formula d¢ ABERCROMBIE (1946)
modificada por AMANN (1961). Numero corrigido= (contagem obtida x espessura do

corte)/ (espessura do corte + \%diﬁmetro nuclear/2)* — (didmetro nuclear/4)* ).

A partir destas populacdes foram determinados: coeficiente de eficiéncia de mitoses
espermatogoniais (PL/SPTG A), rendimento meidtico (AR/PQ), rendimento geral da
espermatogénese (AR/SPTG A), indices de células de Sertoli por total de células
espermatogénicas ((SPTG A + PL + PQ + AR)/ S) e indice de célula de Sertoli por
espermatide arredondada (AR/S).

Assumindo-se que a perda na espermiogénese nao ¢ significativa, a reserva
espermatica do testiculo (RET) foi calculada com base na populagdo de espermatides
arredondadas, através da adaptagdo da formula descrita por AMANN (1970) e
BERNDTSON (1977), na qual RET= (AR x proporcao volumétrica de tibulos seminiferos
x Volume total do parénquima testicular / area da sec¢do transversal do tubulo x 100 x
espessura do corte). Para o célculo da area da seccdo transversal do tubulo utilizou-se a
formula 7 r* onde “r”” representa o raio do tubulo, o qual foi obtido a partir da mensuragio

do diametro médio dos tubulos, calculado através de uma ocular micrométrica, em 20
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secgOes transversais de tubulos seminiferos, o mais circular possivel, em cada animal. A
propor¢ao volumétrica correspondente ao tubulo seminifero no parénquima testicular, foi
determinada com auxilio de uma ocular integradora dotada de 100 pontos em aumento de
640 vezes. Para isto foi feita a contagem dos tiibulos seminiferos correspondentes aos
pontos, em dez campos, aleatoriamente distribuidos para cada animal.

Os dados foram analisados quanto a média, ao desvio padrdo e, em alguns casos,
quanto ao coeficiente de variagdo segundo a fung¢do estatistica do programa Microsoft Excel

® versao 7.0.

2.3 - Resultados

Segundo o método da morfologia tubular sdo descritos oito estadios distintos para o
ciclo do epitélio seminifero, cada qual com uma determinada combinagdo entre as
diferentes geracdes de células germinativas. No estddio um ¢ observada a combinagdo entre
espermatogonias do tipo A, espermatdcitos primarios em pré-leptoteno e paquiteno e
espermatides arredondadas, sustentadas por uma populagdo de células de Sertoli. Em cada
seccao transversal do tibulo seminifero de onga-pintada no estadio um, foram computadas
2,3 espermatogonias do tipo A, 21,5 espermatocitos primarios em pré-letdteno, 17,1
espermatocitos primarios em paquiteno, 55 espermatides arredondadas e 5 células de

Sertoli (Tab. 1).

Tabela 1. Populacao celular corrigida, por seccao transversal de tubulo, no estadio 1 do
ciclo do epitélio seminifero de ongas-pintadas adultas.

Animal Espermatogdnia Espermatocito Espermatécito Espermatide ~ Célula de Sertoli
do tipo A primario em Pré- primario em arredondada (S)
(SPTG A) leptoteno (PL) paquiteno (PQ) (AR)
1 2,30 20,66 17,25 55,11 3,93
2 2,71 24,15 18,35 69,66 5,24
3 2,21 24,29 20,31 58,11 4,94
4 2,30 20,95 15,28 47,65 5,52
5 2,18 17,32 14,45 43,76 5,93
médiat desvio 2,34+0,21 21,4829 17,13 £2,36 54,86 + 10,06 5,11 £0,75
padrio
Coeficiente de 9,1 13,4 13,8 18,3 14,8
variagao
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Na tabela 2 estdo estimados os valores indicativos do rendimento intrinseco da
espermatogénese. Observa-se que, em média, cerca de 9,2 espermatodcitos primarios em
pré-leptoteno sdo produzidos por espermatogonias do tipo A. Durante a profase meidtica,
foi observada uma perda de aproximadamente 20% visto que houve uma reducao
populacional dos espermatocitos em paquiteno em relagdo a populagdo de espermatdcitos
primarios em pré-leptoteno (Tab. 1). Durante as divisdes meidticas, o numero tedrico
esperado de espermatides arredondadas produzidas por espermatdcitos primarios ¢ de
quatro células. Na presente investigacdo constatou-se uma redu¢do neste niimero de cerca
de 20% pois apenas 3,2 espermatides foram computadas em relacdo ao numero de
espermatdcitos primarios em paquiteno (Tab. 2). O rendimento geral da espermatogénese
da onca-pintada foi de 23,4 células, o que significa que 23,4 espermatides arredondadas
foram produzidas a partir de cada espermatogonia A (Tab 2).

O indice de células de Sertoli indica a capacidade destas em suportar as células
germinativas no epitélio seminifero. Em ongas-pintadas, cada célula de Sertoli é capaz de
sustentar ¢ manter 19,2 células da linhagem germinativa, das quais cerca de 11 sdo

espermatides arredondadas (Tab. 2).

Tabela 2. Rendimento intrinseco da espermatogénese e indice de células de Sertoli de
ongas-pintadas adultas.

Animal CEME RM RGE ICS/ Total ICS/ AR

1 8,97 3,19 23,92 24,22 14,00

2 8,92 3,79 25,73 21,90 13,28

3 11,00 2,86 26,31 21,22 11,76

4 9,13 3,12 20,78 15,60 8,63

5 7,94 3,00 20,06 13,10 7,38

médiat desvio 9,2 £1,1 3,2+£0,35 23,36 £ 2,8 19,2 £4,6 11,01 +£29

padrio

CEME= coeficiente de eficiéncia de mitoses espermatogoniais

RM= rendimento meidtico

RGE=rendimento geral da espermatogénese

ICS/Total= indice de célula de Sertoli por total de células espermatogénicas
ICS/AR= indice de célula de Sertoli por espermatide arredondadas
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A reserva espermatica testicular ¢ um parametro representativo do nimero total de
espermatides arredondadas encontradas no tibulo seminifero a cada ciclo do epitélio
seminifero. Ongas-pintadas apresentaram em média uma reserva espermatica de 4599,8
x10° espermatides arredondadas em ambos os testiculos, o que correspondeu a uma média

de 165,9 x 10° células por grama de testiculo (Tab. 3).

Tabela 3. Area da secgio transversal do tibulo seminifero, proporgdo volumétrica de
tubulos seminiferos, volume total de testiculos e de parénquima testicular e Reserva
espermatica testicular por ciclo do epitélio seminifero de ongas-pintadas adultas.

Animal Area da sec¢io Proporcao Volume total de ~ Volume do Reserva Reserva
transversal do  volumétrica de ambos 0s parénquima espermatica espermatica
tubulo tibulo testiculos testicular testicular total  testicular por grama
seminifero seminifero (ml) (ml) (AR) (10% de testiculo (AR/g)
(em’) (x107) (%) (10%
1 4,94 70,9 27,17 22,28 4406,3 162,2
2 5,71 75,5 41,08 33,69 7757,5 188,8
3 5,28 83,88 16,49 13,52 3118,4 189,1
4 5,44 81,7 36,48 29,91 5348,6 146,6
5 4,61 73,37 16,60 13,61 2368,0 142,7
médiat desvio 5,2+0,43 77,07 £5,52 27,56 + 11,24 22,6+ 9,2  4599,8 £2106,2 165,9+223
padrio
Coeficiente de 8,26 7,17 41,48 40,77 45,79 13,44
variagao

2.4 -Discussio

O processo de biopsia testicular vem sendo amplamente utilizado em estudos da
fisiologia e patologia reprodutivas em animais domésticos e silvestres, por ser um método
conservativo da capacidade reprodutiva dos animais, ndo apresentando efeitos deletérios na
producdo espermatica a longo prazo e fornecendo material suficiente para analise
histologica (LOPATE et al., 1989; THRELFALL & LOPATE , 1993; ATTIA et al., 2000;
GUIAO LEITE, 2002; BITTENCOURT, 2003; MASCARENHAS et al., 2004).

Em estudos relativos a fisiologia testicular, os volumes da albuginea e do
mediastino testiculares sdo desconsiderados da massa testicular para a confec¢ao do calculo

do parénquima testicular, uma vez que ndo participam diretamente da fungdo
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espermatogénica ou androgénica (JOHNSON et al, 1981). Na maioria das espécies
domésticas, a propor¢ao volumétrica da albuginea e mediastino testiculares ¢ geralmente
em torno de 10% (FRANCA & RUSSELL, 1998), porém, dados em carnivoros
demonstram serem estas estruturas mais abundantes. Assim sendo, GODINHO (1999)
observou no gato doméstico valores proximos a 18%, MASCARENHAS et al. (2004)
descrevem valores similares para o cdo, assim como BITTENCOURT (2003), em lobos
guardas, ¢ BARROS (dados ndao publicados) em ledes africanos. Desta forma, para a
estimativa da massa do parénquima testicular em onga-pintada, foram considerados 18% do
peso testicular alocados em albuginea e mediastino testiculares.

Segundo BERNDTSON (1977), oito diferentes combinacdes de geragdes distintas
de células da linhagem espermatogénica sdo observadas ao longo do tibulo seminifero.
Cada uma destas combinagdes ¢ descrita como um estadio do ciclo do epitélio seminifero,
sendo o resultado da organizacdo deste epitélio em pelo menos quatro camadas de células,
cada uma das quais correspondendo a uma fase distinta de desenvolvimento das células
germinativas (BERNDTSON, 1977; GURAYA, 1987, PAULA, 1999; BITTENCOURT,
2003). O ciclo do epitélio seminifero ¢ o periodo decorrido para a repeticdo de um mesmo
estddio em uma dada area do tabulo. As células espermatogénicas mais evoluidas sdo
liberadas no lume tubular, enquanto as demais geragdes progridem nesta diregdo, liberando
assim, espaco para uma nova geragdo na base do epitélio seminifero (GUIAO LEITE,
2002). Cerca de 4,5 ciclos sao necessarios para completar todo o processo espermatogénico
(AMANN & SCHANBACHER, 1983).

Com base em consideragdes funcionais, trés fases distintas podem ser observadas
durante o processo espermatogénico: a fase proliferativa, na qual as espermatogonias
sofrem rapidas e sucessivas divisdes mitdticas; a fase meiotica, na qual o material genético
¢ 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). Em todos os mamiferos investigados somente cerca de 15% a
50% dos espermatozdides teoricamente esperados sdo produzidos (HUCKINS, 1978;
CASTRO et al., 1997; FRANCA & RUSSELL, 1998; SWERDLOFF et al., 1998). Isto
provavelmente se deva a uma degeneragcdo densidade-dependente, onde a apoptose é o

mecanismo homeostatico utilizado para limitar as células germinativas a um nimero que
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possa ser suportado pelas células de Sertoli disponiveis (HUCKINS, 1978; DE ROOIJ &
JANSSEN, 1987; DE ROOIJ & LOK, 1987; SHARPE, 1994; DE ROOIJ, 1998; SANTOS,
1999). Desta forma, as perdas celulares sio um componente integrante do processo
espermatogénico.

Durante a fase proliferativa uma grande perda celular, entre 65 a 75%, ¢ constatada
em animais domésticos (FRANCA & RUSSELL, 1998). Na onga-pintada, cerca de 9,2
espermatocitos primarios em pré-leptdteno sao produzidos a cada espermatogonia do tipo
A. Este rendimento, embora muito abaixo da amplitude observada para a maioria dos
animais domésticos (14,6 a 24, 8 - FRANCA & RUSSELL, 1998), assemelha-se bastante
a0 observado para a onga parda (7,7 - GUIAO LEITE, 2002) e para o gato doméstico (8,4 -
GODINHO, 1999).

Nenhuma perda significativa ¢ observada em espermatocitos primarios durante a
profase meidtica nos mamiferos domésticos (FRANCA & RUSSELL, 1998), porém, na
onga-pintada foi observada uma perda de aproximadamente 20% entre as populagdes de
espermatocitos primdrios em pré-leptdteno e espermatdcitos primdrios em paquiteno.
Normalmente, ¢ na fase meidtica que ocorre numericamente a maior perda celular na
maioria dos mamiferos estudados (ROOSEN-RUNGE, 1973, FRANCA & RUSSELL,
1998; FRANCA et al., 1999). A maior parte dos autores cita que as apoptoses que ocorrem
na meiose fazem parte do mecanismo de eliminagdo de células com cromossomos anormais
ou aberrantes (ROOSEN-RUNGE, 1973; SHARPE, 1994), sendo este o provavel
mecanismo causador da infertilidade na maioria dos animais hibridos, como o burro por
exemplo (BENIRSCHKE et al., 1962; HERNANDEZ-JAUREGUI & MONTER, 1977;
NEVES et al., 2002). De maneira geral, nos mamiferos, esta perda ¢ de cerca de 25%, ou
seja, de cada quatro espermatides arredondadas esperadas, trés sdo formadas (FRANCA &
RUSSELL, 1998). Na ong¢a-pintada 3,2 espermatides sdo produzidas no processo meiotico,
computando assim uma perda de apenas 20% no numero teoricamente esperado. Perda esta
inferior a observada na onga parda (25% - GUIAO LEITE, 2002) e no gato doméstico (30%
- GODINHO, 1999).

O rendimento geral da espermatogénese ¢ uma mensuracdo da eficiéncia do
processo espermatogénico como um todo, e ¢ calculado a partir da populagdo de

espermatides arredondadas por secgdo transversal do tibulo seminifero. Sua confiabilidade
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como um indice de avaliagdo da producdo de espermatozoides baseia-se no fato de que
perdas durante o processo espermiogénico sdo consideradas pequenas e ndo significativas
(AMANN, 1970; BERNDTSON, 1977; RUSSELL & PETERSON, 1984; JOHNSON et
al., 2000). Na onca-pintada adulta, cerca de 23 espermatides sdo produzidas durante o
processo espermatogénico, muito proximo ao rendimento observado na onga parda (22,7 -
GUIAO LEITE, 2002), acima do observado para o gato doméstico (16,3 - GODINHO,
1999), mas muito abaixo em relagdo a maioria dos animais domésticos (37,4 a 74,2 -
FRANCA & RUSSELL, 1998).

As interacdes entre a célula de Sertoli e as células germinativas sdo cruciais para a
manutengdo da producdo espermatica normal (GRISWOLD, 1995). A célula de Sertoli
desempenha um papel fundamental na morfofisiologia da espermatogénese e suas fungdes
incluem desde a sustentacdo fisica das células germinativas, até a produ¢do de inumeros
fatores paracrinos/autocrinos que modulam a producao espermatica. Desta forma, o nimero
de células de Sertoli por testiculo ¢ o principal fator na determinacdo da producao
espermatica e no tamanho do testiculo (FRANCA et al., 1995). Cada célula de Sertoli tem
uma capacidade de suporte de células germinativas relativamente fixa em cada espécie e
como a sua populagdo ndo aumenta apds a puberdade e ao longo dos diferentes estadios do
ciclo do epitélio seminifero, serve como referéncia para se quantificar e avaliar
funcionalmente o processo espermatogénico (STEINBERGER & STEINBERGER, 1971;
ORTH, 1982; ORTH et al., 1988; FRANCA & RUSSELL, 1998).

Entre as diferentes espécies estudadas a capacidade de suporte das células de Sertoli
¢ muito variada sendo esta capacidade, uma relagdo espécie-especifica (RUSSELL &
PETERSON, 1984; FRANCA & RUSSELL, 1998; FRANCA et al., 1999). Na ongca-
pintada cada célula de Sertoli suporta 19,2 células espermatogénicas, acima do observado
para ongas pardas (12,5 - GUIAO LEITE, 2002) e bem superior ao observado para o gato
doméstico (9,8 - GODINHO, 1999). Apenas o numero de espermatides por célula de Sertoli
¢ considerado um indice bastante acurado para se avaliar a eficiéncia e a fungdo da célula
de Sertoli, sendo o melhor indicativo da eficiéncia funcional destas células para uma dada
espécie (RUSSELL & PETERSON, 1984; SHARPE, 1994). Quanto a capacidade de
suporte das células de Sertoli em relagdo a espermatides arredondadas, a onga-pintada ¢é

capaz de manter cerca de 11 células, valor proximo a média descrita para as espécies
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domésticas (FRANCA & RUSSELL, 1998), porém, bem superior ao descrito para a onga
parda (7,3 - GUIAO LEITE, 2002) e principalmente para o gato doméstico (5,1 -
GODINHO, 1999).

A reserva espermatica testicular quantifica o nimero potencial de espermatozoides
em produ¢do no testiculo ou por grama de testiculo a cada ciclo do epitélio seminifero de
uma dada espécie (AMANN & LAMBIASE, 1969; BERNDTSON, 1977). E um pardmetro
bastante importante em animais apresentados para avaliacdo clinica da fun¢do reprodutiva
ou para coleta de s€émen para criopreservacao (OLAR et al., 1983). Neste caso, a reserva ¢
acessada através da coleta seriada de sémen. Outras duas metodologias para avaliagdo da
reserva espermatica testicular sdo o homogeneizado do parénquima testicular e a histologia
quantitativa (AMANN, 1981; BERNTDSON, 1977). No primeiro caso, a quantificagdo da
reserva testicular ¢ baseada na resisténcia das espermatides alongadas & homogeneizagao
mecanica. Assim, volumes conhecidos de fragmentos do parénquima testicular, obtidos por
castragdo ou biodpsia, sdo liqiiefeitos e na solugdo resultante, estas células sio computadas e
o numero corrigido para o tamanho testicular (AMANN, 1970; BERNDTSON, 1977).

M¢étodos quantitativos baseados na histologia testicular t€ém sido utilizados em
diferentes espécies para se avaliar a reserva espermatica testicular e principalmente a
producao espermatica diaria (AMANN, 1970; BERNDTSON, 1977; AMANN, 1981,
ROCHA et al., 1999; GUIAO LEITE, 2002; BITTENCOURT, 2003). Para o cilculo da
reserva espermatica testicular utiliza-se a populacdo de espermatides arredondadas no
estadio 1 do ciclo do epitélio seminifero, considerando-se que as perdas durante o processo
espermiogénico sao pequenas e ndo significativas (AMANN, 1970; BERNDTSON, 1977;
RUSSELL & PETERSON, 1984; JOHNSON et al., 2000). Para isto, em cortes histologicos
de espessura conhecida, ¢ computado o numero médio de espermatides arredondadas em
seccoes transversais do tubulo seminifero, o qual é corrigido para o comprimento total do
tabulo por testiculo ou por grama de testiculo. Este valor reflete, desta forma, a reserva
espermatica testicular produzida a cada ciclo do epitélio seminifero. O comprimento do
tubulo seminifero ¢ obtido através da razdo entre o volume total do tibulo e sua area de
sec¢ao transversal (BERNDTSON, 1977; AMANN, 1981). Na onga-pintada uma grande
variagdo foi observada na reserva espermatica total (cv= 45,8), refletindo a amplitude

também observada para o volume total dos testiculos e respectivos parénquimas
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testiculares. Ja4 a reserva espermatica por grama de testiculos apresentou um
comportamento bastante homogéneo entre os animais estudados (cv=13,4). O valor médio
observado neste parimetro para a onga-pintada (165,9 x 10° - Tab. 3) é muito inferior ao
encontrado para onga parda (268,0 x 10° - GUIAO LEITE, 2002), mas muito proximo ao
observado no gato doméstico (157 x 10° - GODINHO, 1999) e dentro da amplitude
observada nos animais domésticos (120 a 260 x 10° - FRANCA & RUSSELL, 1998).
Embora comparacdes quanto a reserva espermatica testicular por grama de testiculo sejam
extremamente validas em avaliagdes interespecificas, ¢ necessario ter em mente que este
parametro ¢ relativo a duragdo de um ciclo do epitélio seminifero, que por sua vez, ¢ uma
constante bioldgica espécie-especifica (ORTAVANT et al, 1977, AMANN &
SCHANBACHER, 1983).
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3.0 - ORGANIZACAO E QUANTIFICACAO DOS ELEMENTOS DO ESPACO
INTERTUBULAR DO TESTiCULO DA ONCA-PINTADA (PANTHERA ONCA)
ADULTA.

AZEVEDO, Maria Helena Ferreira, Universidade Federal de Vigosa.

Resumo

A por¢ao enddcrina do testiculo de mamiferos ¢ representada pelas células de
Leydig as quais, juntamente com células conjuntivas, leucocitos, vasos sangiiineos e
linfaticos, formam o espago intertubular ou tecido intertubular. O arranjo e proporcao
destes componentes variam nas diferentes espécies de mamiferos e formam mecanismos
que mantém o nivel de testosterona, principal produto da célula de Leydig, duas a trés
vezes maior no fluido intersticial que nos vasos sangiiineos testiculares e de 40 a 250 vezes
maior nestes em relagdo ao sangue periférico. Marcadas diferencas sdo observadas entre as
espécies animais quanto a abundancia de células de Leydig, tecido conjuntivo frouxo, grau
de desenvolvimento e localizacdo dos linfaticos intersticiais e suas relagdes topograficas
com os tubulos seminiferos. Na onga-pintada cerca de 13% do parénquima testicular ¢é
ocupado por células de Leydig, 8,3% por tecido conjuntivo e 0,3 % por vasos linfaticos.
Embora apresentando padrao tipo II para o arranjo do espaco intertubular como descrito por
FAWCETT et al., (1973), a onga-pintada apresenta vasos linfaticos em grupos no espaco
intertubular, ao invés de isolados. Na onga-pintada o volume médio da célula de Leydig foi
de 2386pum’ ¢ o seu didmetro nuclear médio foi 7,7 um. No citoplasma da célula de Leydig
da onga-pintada observa-se grande quantidade de goticulas lipidicas com diametro médio
de aproximadamente 2,3 um. Em ongas-pintadas as células de Leydig ocupam em média
0,0036% do peso corporal e seu numero médio por grama de testiculo apresentou-se dentro

da amplitude descrita para a maioria dos mamiferos, entre 20 e 40 milhdes.

Palavras chaves: células de Leydig, intertubulo, onca-pintada, Panthera onca.
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Abstract

The endocrine portion of the mammal’s testicle is represented by Leydig cells
which together with conjunctive cells, leukocytes, blood and lymphatic vessel, form the
intertubular space. The arrangement and proportion of these components vary in the
different species of mammals and form mechanisms that keep the testosterona level — the
main product of the cell of Leydig - two to three higher times in the intersticial fluid than in
the testicular blood vessel and 40 to 250 higher times in these than in the peripheric blood.
Marked differences are observed among animal species regarding the abundance of Leydig
cell, loose connective tissue, development and location degree of the lymphatic and its
topographical relations with seminiferous tubule. In the jaguar about 13% of the testicular
parenchyma is occupied by Leydig cells, 8,3% for connective tissue and 0,3 % for
lymphatic vessels. Although included in standard II, as described by FAWCETT et al.,
(1973), concerning the arrangement of the intertubular space, the jaguar has groups of
lymphatic vessels in the intertubular space, instead of isolated ones. In the jaguar the
average volume of the Leydig cell was 2386 um? and its average nuclear diameter was 7,7
um. In the Leydig cell cytoplasm of the jaguar a great quantity of lipidic drops was
observed with 2,3 um diameter. In the jaguar the Leydig cells occupy an average 0,0036%
of the corporeal weight and its average number by testicle gram is within the scope for most

mammals: between 20 and 40 million.

Key words: Leydig cell, intertubule, jaguar, Panthera onca.

3.1- Introducio

Dentre as espécies animais classificadas como vulneraveis se encontra a onga-
pintada (Panthera onga) que, quanto ao “status” de conservagao, esta incluida no apéndice
I da CITES (Convention on International Trade In Endengered Species). Esse ¢ o maior
felino do continente Americano, podendo chegar aos 150Kg. Possui habitos solitarios,
habita normalmente florestas tropicais, pampas, charcos e regides pantanosas (THE

WORLD CONSERVATION UNION, 1996). Necessita de um territorio de
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aproximadamente 10 a 40 Km? sendo que esta extensdo varia de acordo com a
disponibilidade de alimento e dgua (BRAZILNATURE, 2001). Esse felino possui uma
cabeca robusta, corpo compacto e membros curtos, a pelagem se caracteriza pela presenga
de rosetas negras ao redor de pequenas manchas pretas distribuidas sobre o dorso e flancos
(THE WORLD CONSERVATION UNION, 1996). Existe ainda a variagdo melanica, de
carater dominante, na qual a cor de fundo ¢ bem escura semelhante ao preto, entretanto
quando observada em locais com boa incidéncia de luz percebe-se a presenga das manchas
O desenho formado por essas manchas € tnico para cada individuo, sendo muito 1til para a
identificagdao dos animais (MEYER, 1994).

Em termos funcionais, o testiculo de mamiferos pode ser dividido em dois
compartimentos basicos: o compartimento tubular ou espermatogénico e o compartimento
intertubular ou androgénico. A propor¢do entre estes compartimentos ¢ bastante varidvel,
sendo um dos principais fatores responsaveis pela diferenga observada para a eficiéncia na
producdo espermatica nas diversas espécies (RUSSELL et al.,, 1990; FRANCA &
RUSSELL, 1998; PAULA, 1999).

A por¢ao endocrina do testiculo de mamiferos é representada pelas células de
Leydig, as quais, juntamente com cé¢lulas conjuntivas, leucocitos, vasos sangiliineos e
linfaticos, formam o espago intertubular ou tecido intertubular. O arranjo ¢ a propor¢ao
destes componentes variam nas diferentes espécies de mamiferos e formam mecanismos
que mantém o nivel de testosterona, principal produto da célula de Leydig, duas a trés
vezes maior no fluido intersticial do que nos vasos sangiiineos testiculares, ¢ de 40 a 250
vezes maior nestes em relagdo ao sangue periférico (SHARPE, 1994; HALES, 2002).

A testosterona, além da fungdo moduladora dos caracteres sexuais secundarios, atua
diretamente na produgdo espermatogénica (SILVA & FRANCA, 2001). Estudos
correlacionando a estrutura e a funcdo das células de Leydig em varias espécies de
mamiferos mostraram que variagdes na secrecdo de testosterona resultam mais da
capacidade individual desta célula em secretar testosterona do que de diferencas do volume
total das mesmas no testiculo (EWING et al., 1979). Esta capacidade esta altamente
associada com a quantidade de reticulo endoplasmatico liso presente na célula de Leydig
(ZIRKIN et al., 1980). Dentre os fatores que podem influenciar na quantidade de células de

Leydig por animal estdo: a quantidade de LH disponivel, o nimero de receptores de LH por
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célula, a quantidade de testosterona que a célula de Leydig ¢ capaz de secretar em um dado
tempo e a velocidade pela qual a testosterona deixa o testiculo (RUSSELL et al., 1990).

Marcadas diferencas sdo observadas entre as espécies animais quanto a abundancia
de células de Leydig, tecido conjuntivo frouxo, grau de desenvolvimento e localizacao dos
linfaticos intersticiais e suas relagdes topograficas com os tibulos seminiferos (FAWCETT
et al., 1973). Estas diferengas podem ser agrupadas em quatro padroes distintos
(FAWCETT et al., 1973; CLARK, 1976; RUSSELL et al., 1996).

O presente trabalho teve como objetivo a caracterizagdo dos componentes e do
arranjo entre estes no espago intertubular testicular da onga-pintada; a quantificacao
volumétrica dos diferentes constituintes do espago intertubular, e a determina¢do da
populagdo de células de Leydig por unidade de massa testicular, relacionando seu volume

com a massa corporal.

3.2- Material e métodos

Foram utilizados cinco oncas-pintadas machos adultos, oriundos de parques
zoologicos nos estados de Sdo Paulo e Minas Gerais. Por ndo apresentarem procedéncia
conhecida e, conseqiientemente, subespécie determinada, os animais utilizados no presente
experimento ndo estavam incluidos em programas de reproducdo. Os animais foram
contidos e mantidos em anestesia geral com a utilizacdo da associagdo tiletamina/zolazepan
na dose de 10mg/Kg. Os animais foram pesados e para a determinagdo do volume
testicular, ambos os testiculos foram mensurados quanto a largura, espessura, € ao
comprimento, com paquimetro digital, através da formula 4/3n ABC, onde A= metade da
largura, B= metade da espessura e C metade do comprimento (MOREIRA, 1996; GUIAO-
LEITE, 2002; BITTENCOURT, 2003). Como as mensuragoes foram realizadas
percutaneamente, a espessura da pele também foi mensurada e descontada das dimensdes
testiculares. O volume testicular foi diretamente convertido em gramas, visto que a
densidade volumétrica do testiculo de mamiferos ¢ muito proxima a um (JOHNSON et al.,
1981; PAULA, 1999). A albuginea ¢ o mediastino testiculares foram estimados em 18% da
massa testicular e assim, para o céalculo do peso do parénquima testicular, este valor foi

descontado do volume total dos testiculos.
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Apos tricotomia e anti-sepsia local, a pele do escroto foi incisada € com o uso de um
bisturi circular de quatro mm de diametro, foi obtido um fragmento da regido média do
testiculo direito ou esquerdo. Este foi imediatamente fixado, em solucdo de aldeido
glutarico (Merck) 4% em tampdo fosfato 0,1mol L™ pH 7,4, a temperatura ambiente por um
minimo de duas horas, sendo posteriormente armazenado sob refrigeragdo no mesmo
tampao.

Para estudos em microscopio de luz, os fragmentos foram desidratados em séries de
concentragdes crescentes de alcoois (70°, 80°, 90° e 100° GL) ¢ incluidos em resina plastica
a base de glicol metacrilato. Foram obtidos tantos cortes histologicos quanto possivel, de
modo seqiiencial, com quatro um de espessura, por meio de microtomo rotativo dotado de
navalha de vidro, os quais foram corados com solucao de azul de toluidina / borato de s6dio
a 1%.

Ao microscopio de luz, os componentes do espago intertubular foram analisados
quanto a sua morfologia individual e relagdes topograficas com o tibulo seminifero. Com o
auxilio de uma ocular integradora dotada de 100 pontos, em aumento de 640 vezes, foi
avaliada a proporcao volumétrica dos constituintes do espaco intertubular (nucleo de
células de Leydig, citoplasma de células de Leydig, vasos sanguineos, vasos linfaticos, e
tecido conjuntivo) e tibulo seminifero no parénquima testicular. Através da contagem de
pontos sobre esses elementos foram analisados dez campos, aleatoriamente distribuidos,
para cada animal. Inferindo-se a estas propor¢des o volume total do parénquima testicular,
foram obtidos os volumes totais de cada componente testicular em todos animais.

O diametro médio do nucleo das células de Leydig foi mensurado, para o calculo do
seu volume, através da formula 4/37nr’, onde r é o raio nuclear médio encontrado. Para isto,
10 sec¢des medianas de células de Leydig, com os maiores contornos nucleares, foram
medidas em cada animal, através de uma ocular micrométrica. Com o volume conhecido do
nucleo e sua propor¢ao no volume total da célula de Leydig, calculou-se o volume de uma
célula. Inferindo-se este valor ao volume total de células de Leydig por testiculo, obteve-se

0 seu numero por testiculo e conseqiientemente por grama de testiculo.

3.3- Resultados e discussao
Em estudos relativos a fisiologia testicular, os volumes da albuginea e do

mediastino sdo desconsiderados da massa do testiculo para a confec¢do do calculo do
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parénquima testicular, uma vez que nao participam diretamente da fun¢do espermatogénica
ou androgénica (JOHNSON et al., 1981). Na maioria das espécies domésticas, a propor¢ao
volumétrica da albuginea e mediastino testiculares ¢ geralmente em torno de 10%
(FRANCA & RUSSELL, 1998). Porém, GODINHO (1999) observou no gato doméstico
valores proximos a 18%, MASCARENHAS et al., (2004) descrevem valores similares para
0 cdo, assim como BITTENCOURT (2003), para o lobo guara e BARROS (dados nao
publicados) para ledes africanos. Estes dados demonstram serem estas estruturas mais
abundantes em carnivoros. Assim, para a estimativa da massa do parénquima testicular em
onca-pintada, foram considerados 18% do peso testicular alocados em albuginea e
mediastino.

Em termos funcionais, o testiculo de mamiferos pode ser dividido em dois
compartimentos basicos: o compartimento tubular ou espermatogénico € o compartimento
intertubular ou androgénico (RUSSELL et al., 1990). No compartimento tubular, o epitélio
seminifero compde-se por geragdes de células germinativas suportadas por células de
Sertoli e, embora sejam amplamente conhecidas a fungdo e a importancia da célula de
Sertoli na conducdo e manutengdo do processo espermatogénico, esta nao atua
isoladamente (RUSSELL & GRISWOLD, 1993). A defini¢do de compartimentos, através
da formacdo da barreira hemato-testicular, acentua a dependéncia das células germinativas
a agdo da célula de Sertoli. Como prova disso, as células da linhagem germinativa, além de
isoladas, ndo apresentam receptores para gonadotropinas e androgenos. Desta forma, os
efeitos endocrinos na espermatogénese ocorrem através de agdes indiretas da célula de
Sertoli (PARKS et al., 2003). Para o seu perfeito funcionamento, a célula de Sertoli
depende de inumeras interagdes, enddcrinas, paracrinas ¢ de relagdes celulares. Dentre as
mais estudadas, estdo as interacdes fisicas e pardcrinas com as células germinativas (YE et
al., 1993; CAVICCHIA et al., 1998; BOUJRAD et al., 1995), células peritubulares (DYM,
1994; PARKS et al., 2003), e células de Leydig (LEJEUNE et al., 1998; MENDIS-
HANDAGAMA & ARIYARATNE, 2001), destacando-se estas ultimas. Alguns fatores
implicados nestas interacdes incluem: fator da célula tronco, IGF-1, TGF- alfa, FGF-2,
estradiol, testosterona e o fator de crescimento neural. Estes induzem a a¢des de estimulo
proliferativo e ao controle de apoptoses e de diferenciacdo nas células germinativas por

acdo da célula de Sertoli (SHARP, 1994; PARKS et al., 2003). Assim, os diferentes
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arranjos e relacdes quantitativas entre os componentes do espaco intertubular influenciam
diretamente a espermatogénese, bem como a liberacdo da testosterona, principal produto do
compartimento intertubular, na corrente sangiiinea (RUSSELL et al., 1996).

A porcao enddcrina do testiculo de mamiferos ¢ representada pelas células de
Leydig, as quais, juntamente com cé¢lulas conjuntivas, leucocitos, vasos sangiliineos e
linfaticos, formam o espaco intertubular ou tecido intertubular. De acordo com FAWCETT
et al., (1973), a drenagem linfatica, aliada a quantidade de células de Leydig e tecido
conjuntivo frouxo no espago intertubular nas diferentes espécies de mamiferos segue, em
geral, trés padroes distintos: 1) espécies nas quais as células de Leydig e o tecido
conjuntivo ocupam uma area muito pequena no compartimento intertubular, contrastando
com extensos sinusoides ou espagos linfaticos interpostos aos tubulos seminiferos; 2)
espécies que apresentam grupos de células de Leydig espalhados em abundante tecido
conjuntivo frouxo edemaciado, o qual ¢ drenado por um vaso linfatico localizado central ou
excentricamente no espago intertubular; 3) espécies nas quais abundantes grupamentos de
células de Leydig ocupam praticamente todo o compartimento intertubular, apresentando
pouco tecido conjuntivo e vasos linfaticos. Apesar do pouco conhecimento a respeito das
implicagdes fisiologicas destas variacdes, FAWCETT et al., (1973) especularam que as
mesmas estdo provavelmente relacionadas com a habilidade dos linfaticos de mover para
fora dos testiculos substincias vascularmente secretadas ¢ manter as concentragoes
adequadas de androgenos no testiculo e nos vasos sangiiineos.

A onga-pintada, em semelhanga ao observado na onga parda (GUIAO LEITE, 2002)
e no gato doméstico (GODINHO, 1999), apresenta o padrdo do tipo II na classificagao de
FAWCETT et al., (1973) (Fig. 1), embora variagdes na propor¢do volumétrica dos
componentes do espaco intertubular tenham sido observadas em relacdo a onga parda e aos
demais felinos pesquisados. Na onca-pintada, cerca de 13% do parénquima testicular ¢é
ocupado por células de Leydig (Tab. 1). J4 na onga parda, este valor estd em torno de 8%
(GUIAO LEITE 2002); no gato doméstico 6% (GODINHO, 1999); e, no ledo, 18%
(BARROS, dados ndo publicados). Quanto a propor¢do volumétrica de tecido conjuntivo
do espaco intertubular, a onca-pintada apresenta 8,3% do parénquima testicular (Tab.1),
enquanto a onga parda apresenta 9,5% (GUIAO LEITE, 2002), o ledo 7,5% (BARROS,
dados ndo publicados) e o gato doméstico apenas 2,9% (GODINHO, 1999). Quanto a
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volumetria proporcional de vasos linfaticos no parénquima testicular, todos os felinos
estudados apresentam valores entre 0,2 a 0,3 % (GODINHO, 1999; GUIAO LEITE, 2002).
Diferentemente do descrito por FAWCETT et al., (1973), para o padrao tipo II, na onga-
pintada observou-se que os vasos linfaticos apresentam-se em grupos no espago

intertubular, ao invés de isolados (Fig. 2).

Figura 1. Espaco intertubular de onga-pintada adulta. Azul de toluidina/ borato de
sodio, (520x)

Tabela 1. Proporgdes volumétricas dos elementos constituintes do espago intertubular
testicular de ongas-pintadas adultas.

Animal Ncleo de Citoplasma de  Total de células Tecido Vasos Vasos
células de Células de de Leydig conjuntivo sangiiineos Linfaticos
Leydig (%) Leydig (%) (%) (%) (%) (%)
1 1,0 18,1 19,1 8,8 1,0 0,2
2 1,3 15,6 16,9 7,2 0,1 0,3
3 1,2 5,7 6,9 6,2 1,8 0,1
4 0,7 10,1 10,8 6,0 1,4 0,1
5 1,5 9,9 11,4 13,1 1,9 0,3
médiat desvio 1,1£0,3 11,9+49 13,0+49 83+£29 1,2+0,7 0,2+0,09
padrio
Coeficiente de 26,8 41,6 38,7 35,4 58,9 47,1
variagao
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Figura 2. Distribui¢do de vasos linfaticos no espaco intertubular da onga-pintada
adulta. Azul de toluidina/ borato de sodio (520x).

Inicialmente, inimeros autores reportaram diferenca de densidade entre as células
de Leydig, sugerindo a existéncia de duas populagdes em fases distintas de atividade
(células claras e células escuras). Atualmente, a maioria dos investigadores considera a
existéncia destas populacdes como um artefato oriundo da fixagao por imersdao (RUSSELL,
1996). Durante a fase fetal, uma populacao de células de Leydig ¢ inicialmente produzida, a
partir de células mesenquimais, para suporte hormonal requerido para a masculinizagdo do
feto. Essas células mesenquimais persistem, embora em numero reduzido, durante a vida
adulta (GE et al., 1996). A populacdo de células de Leydig observada no testiculo de
animais adultos ¢ principalmente originada de células tronco, que se diferenciam
sucessivamente em células progenitoras, células de Leydig imaturas e por fim células de
Leydig adultas (GE et al., 1996). Na onga-pintada, o volume médio da célula de Leydig foi
de 2386pum’ (Tab. 2), pouco maior do que o volume médio relatado para o gato doméstico
(2044 pm’, GODINHO, 1999), proximo aos valores relatados para os roedores de
laboratério ¢ o homem (RUSSELL, 1996), e menor do que o descrito para o ledo

(BARROS, dados ndo publicados). Embora células de Leydig multinucleadas tenham sido
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reportadas em humanos, marmotas e ledes, na maioria das espécies elas se apresentam
uninucleadas (RUSSELL, 1996; SINHA & SEAL, 1969). A célula de Leydig da onca-
pintada apresentou-se uninucleada, com o nucleo arredondado contendo uma fina camada
de heterocromatina ao longo do envelope nuclear e, na maioria das vezes, com um Unico
nucléolo (Fig. 3). O diametro nuclear médio da célula de Leydig da ong¢a-pintada foi de 7,7
um (Tab. 2), sendo muito préximo ao valor observado para o gato doméstico (7,9,
GODINHO, 1999). O volume nuclear médio da célula de Leydig da onca-pintada foi de
240 pm’ (Tab 2), dentro da amplitude observada em roedores de laboratorio, carneiros e
humanos (RUSSELL, 1996), e muito proximo ao observado para o gato doméstico (261
um’, GODINHO, 1999). Na maioria dos animais estudados, o nicleo da célula de Leydig
corresponde de 10 a 19% do volume total da célula. Na ong¢a-pintada, este parametro ¢ em
média 10% (Tab. 2). Goticulas lipidicas no citoplasma da célula de Leydig sdo
consideradas fonte de precursores da biossintese de androgenos (RUSSELL, 1996). Embora
sua presenca seja relatada apenas em células de Leydig imaturas ou fetais no rato
(MENDIS-HANDAGAMA & ARIYARATNE, 2001), em algumas espécies como no
camundongo, morcego, macaco e ledo (RUSSELL, 1996) goticulas lipidicas sao
normalmente abundantes no citoplasma de células de Leydig adultas. No citoplasma da
célula de Leydig da onga-pintada, observa-se uma grande quantidade de goticulas lipidicas
com diametro médio de aproximadamente 2,3 pum (Fig.3), o dobro do diametro mensurado
no camundongo (RUSSELL, 1996). Considerando que lipideos estejam presentes em
montantes varidveis nas diferentes espécies animais, a fonte de precursores de esterdides
deve diferir entre as espécies (RUSSELL, 1996).

Quantidades variaveis de lipofucsina ou pigmento lipocromo sdo observadas nas
células de Leydig da onca-pintada adulta (Fig. 3). Este pigmento ¢ considerado uma forma
semi-degradada de lipidio, envolvido em membrana e foi relatado em células de Leydig de

cobaio, tatu, e humanos (RUSSELL, 1996).
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Tabela 2. Diametro, volume e percentual celular do ntcleo de células de Leydig e volume
médio total da célula de Leydig de onga-pintada adulta.

Pardmetro n Média + desvio
padrio
Diametro nuclear 5 7,7+0,1
(nm)
Volume nuclear 5 2402+ 11,1
()
Proporgdo nuclear 5 10,1 £5,2
(% da célula)
Volume celular 5 2386,3 £109,9
(um®)

Figura 3. Célula de Leydig no intertibulo de onga-pintada adulta. Azul de toluidina
(5130 x).

A necessidade de testosterona para a producao espermatica e para manter os niveis
periféricos de andrégenos pode estar relacionada com o tamanho do compartimento de

células de Leydig. Porém, de acordo com alguns pesquisadores (FAWCETT et al., 1973;
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RUSSELL, 1996), a maior quantidade de células de Leydig, em algumas espécies, pode
estar relacionada com a sintese de outros tipos de esterdides que ndo testosterona-
feromodnios ou substancias com algumas outras funcdes ainda indefinidas. Vale a pena citar
ainda que inimeros fatores podem influir na quantidade necessaria de células de Leydig por
animal, dentre os quais podem ser destacados: a quantidade de LH disponivel; o nimero de
receptores de LH por célula; a quantidade de testosterona que a célula de Leydig € capaz de
secretar em um dado tempo; a velocidade pela qual a testosterona deixa o testiculo via
vasos linfaticos, vasos sangiiineos e fluido seminal; o volume sangiiineo do animal; e a taxa
de metabolismo da testosterona (RUSSELL et al., 1994; RUSSELL, 1996). Como ¢ sabido,
as c¢lulas de Leydig sdo as principais responsaveis pela producdo de esterdides. No
entanto, ndo se sabe ainda a razao da enorme variacao observada para o percentual ocupado
por estas células no testiculo. Estudos correlacionando a estrutura e a funcao das células de
Leydig em véarias espécies de mamiferos mostraram que variagdes na secrecdo de
testosterona resultam mais da capacidade individual desta célula em secretar testosterona
do que de diferengas do volume total das mesmas no testiculo (EWING et al., 1979). Esta
capacidade esta altamente correlacionada com a quantidade de reticulo endoplasmatico liso
presente na célula de Leydig (ZIRKIN et al., 1980).

No presente experimento, o volume médio total de células de Leydig em ambos os
testiculos, foi de aproximadamente 2,9 ml. Este parametro, como esperado, ¢ altamente
variavel entre os individuos (cv= 40,7), haja visto as diferencgas individuais na massa
testicular (cv = 41). Varia¢des individuais na proporcao volumétrica de células de Leydig
por testiculo sdo relatadas em varias espécies como o gato doméstico (cv= 30 - GODINHO,
1999), a onca parda (cv= 38,4 - GUIAO LEITE, 2002), o lobo guard (cv= 42 -
BITTENCOURT, 2003) e a capivara (cv= 32,4 - PAULA, 1999). Em ongas-pintadas,
observou-se uma amplitude de 6,9 a 19,1% (Tab. 1) (cv = 38). Desta forma, a quantidade
de células de Leydig parece ser bastante variada entre individuos e entre espécies de
mamiferos, ndo sendo esta variagdo encontrada para outras glandulas endocrinas
(FAWCETT et al., 1973; PAULA, 1999). No intuito de se avaliar a varia¢ao individual
destas células na onca-pintada, inferiu-se a massa corporal a propor¢do volumétrica de
células de Leydig, obtendo-se o indice Leydigossomatico, que representa o percentual da

massa corporal alocada em células de Leydig. Em ongas-pintadas as células de Leydig
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ocupam em média 0,0036% do peso corporal, com uma amplitude de 0,0024 a 0,0048%

(Tab. 3) refor¢ando a idéia de uma necessidade individual no requerimento destas células.

Entretanto, apesar da grande variagdo no nimero total de células de Leydig em ambos os

testiculos, o nimero médio por grama de testiculo na onga-pintada (Tab. 3), apresentou-se

dentro da amplitude descrita para a maioria dos mamiferos, entre 20 e 40 milhdes

(RUSSELL, 1996; RUSSELL & FRANCA, 1998).

Tabela 3. Massa corporal, massa testicular, nimero de células de Leydig por testiculo e por
grama de testiculo e indice gonadossomatico em ongas-pintadas adultas.

Animal Massa Massa de Volume total de Numero de  Numero de células Indice
corporal ambos 0s células de Leydig em células de de Leydig por Leydigossomatico
(Kg) testiculos (g)  ambos os testiculos Leydig em grama de testiculo (%)
(ml) ambos (10°)
testiculos (10°)
1 77 27,2 43 1801,9 66,25 0,0037
2 90 41,1 5,6 2346,7 57,10 0,0048
3 73 16,5 0,9 389,7 23,62 0,0024
4 82,5 36,5 32 1340,9 36,73 0,0047
5 70 16,6 1,6 670,4 40,38 0,0025
médiat desvio 78,5+79 27,6+112 32+£1,92 1309,9 £ 802,2 44,82 + 16,92 0,0036 £ 0,0011

padrio
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