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RESUMO

BARROS, Jo&o Bosco Gongalves de, M.S., Universidade Federal de Vigosa,
dezembro de 2005. Analise morfofuncional do testiculo e
espermatogénese de ledes africanos (Panthera leo, Linnaeus, 1758)
adultos. Orientador: Tarcizio Antbnio Régo de Paula. Conselheiros:
Sérgio Luis Pinto da Matta e Claudio César Fonseca.

O estudo da morfologia testicular e do processo espermatogénico em
animais selvagens € fundamental para o conhecimento de padrdes
fisiologicos, pelos quais podem-se estabelecer protocolos em reproducao
assistida. Os objetivos deste estudo foram descrever dados de morfometria
testicular e tubulo seminifero, quantificar as relacbes populacionais do
epitélio seminifero, indice de células de Sertoli e a reserva espermatica
testicular, e ainda, caracterizar e descrever o arranjo dos componentes do
espaco intertubular, em ledes africanos (Panthera leo) adultos, mantidos em
cativeiro. Para tal, foram utilizados fragmentos testiculares obtidos de cinco
ledes adultos, provenientes de Parques Zooldgicos dos Estados de Sao
Paulo e Minas Gerais, os quais foram submetidos a biopsias testiculares a
fim de se obter material bioldgico para avaliacdo histolégica dos fragmentos
obtidos. Nos animais estudados, o peso corporal médio foi de 183,7 kg, dos
quais 0,015% estdo alocados em massa testicular e 0,009%,
especificamente em tubulos seminiferos, os quais representaram 75,6% do
parénquima testicular. O diametro médio dos tubulos seminiferos foi de
252, 7um e a espessura média do epitélio seminifero foi de 93,2um. Os ledes
africanos apresentaram, em média, 12,3 metros de tdbulo seminifero por
grama de testiculo. No epitélio seminifero destes animais, 10,3
espermatécitos  primarios em pré-leptéteno sdo produzidos por
espermatogbnias do tipo A. Durante as divisbes meidticas, apenas 2,7

espermatides foram produzidas a partir de espermatécitos primarios. O
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rendimento geral da espermatogénese de lebes africanos mantidos em
cativeiro foi de 22,1 células e, cada célula de Sertoli, foi capaz de sustentar e
manter 14,9 células da linhagem germinativa, das quais 7,9 sao
espermatides arredondadas. A cada ciclo do epitélio seminifero, cerca de
103 milhdes de espermatozéides sédo produzidos por grama de testiculo. Em
relagdo ao compartimento intertubular do testiculo de leGes africanos, cerca
de 16% do parénquima testicular € ocupado por células de Leydig, 7,1% por
tecido conjuntivo e 0,7 % por vasos sanguineos. O volume médio das
células de Leydig e o seu diametro nuclear médio, encontrados foram,
respectivamente, 2578 um® e 7,1 um. As células de Leydig ocuparam em
média 0,0019% do peso corporal e seu numero meédio por grama de
testiculo apresentou-se superior ao encontrado para a maioria dos

mamiferos, ultrapassando os 50 milhdes.
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ABSTRACT

BARROS, Jodo Bosco Gongalves de, M.S., Universidade Federal de Vicosa,
December 2005. Morphofunctional analysis of the testis and
spermatogenesis in adult African lions (Panthera leo, Linnaeus,
1758). Advisor: Tarcizio Antdnio Régo de Paula. Committee members:
Sérgio Luis Pinto da Matta and Claudio César Fonseca.

The study of the testis morphology and the spermatogenetic process
in wild animals is fundamentally important for the knowledge about the
physiologic patterns by which the assisted reproduction protocols are
established. The following objectives were proposed in this study: to describe
the data of both testis morphometry and seminiferous tubule; to quantify the
population relationships of the seminiferous epithelium, Sertoli cell indexes,
and the testis spermatic reserve, as well as to characterize and describe the
arrangement of the intertubular space components in adult African lions
(Panthera leo) kept in captivity. So, testis fragments taken from five adult
lions proceeding from zoological parks located in S&do Paulo and Minas
Gerais states. The animals were submitted to testis biopsies in order to
obtain biological material for the histological evaluation of the obtained
fragments. The average body weight of these animals was 183.7 kg, from
which 0.015% were allocated in testis mass and 0.009% were specifically in
the seminiferous tubules that represented 75.6% of the testis parenchyma.
The average diameter of the seminiferous tubules was 252.7 m and the
average thickness of the seminiferous epithelium was 93.2 um. The African
lions averaged 12.3 meters for seminiferous tubule per testis gram. In these
animals’ seminiferous epithelium, 10.3 primary spermatocytes at pre-
leptotene phase are produced by A-type spermatogonia. During meiotic
divisions, only 2.7 spermatids were produced from primary spermatocytes.
The general spermatogenesis production of the African lions kept in captivity
was 22.1 cells, and each Sertoli cell was able to sustain and maintain 14.9



cells of the germinative line, from which 7.9 are round spermatids. At each
seminiferous epithelium cycle, approximately 103 million spermatozoids are
produced by each gram of testis. In relation to the intertubular compartment
in African lions’ testis, about 16% of the testis parenchyma is occupied by
Leydig cells, 7.1% by conjunctive tissue, and 0.7% by blood vessels. The
average volume of the Leydig cells and their average nuclear diameter were
found to be 2578 pm® and 7.1 um, respectively. The Leydig cells occupied
0.0019% of the corporal weight, on the average, and their average number
for each testis gram was superior to that found for most mammals, as

exceeding 50 million.
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1. INTRODUCAO GERAL

O processo de extincdo de algumas espécies de plantas e animais
pode ser um evento natural, decorrente da prépria evolugdo. Atualmente,
sabe-se que este processo é predominantemente causado pela acao
humana. A destruicdo de habitat, a introducdo de espécies exoticas e a
predacdo direta constituem as principais causas da perda da diversidade
biolégica (CITES, 2005). De acordo com CORSON (1996), até o inicio deste
século poderemos ter perdido um milhdo ou mais de espécies de plantas,
animais e outros organismos, somando mais que a extingio macica na
histéria geoldgica, incluindo o desaparecimento dos dinossauros.

Os predadores da ordem Carnivora podem ser utilizados como
alicerce para a identificacdo dos problemas relativos a diminuicdo da
biodiversidade, pois ocupam o0 topo da cadeia alimentar, sendo co-
responsaveis pelo equilibrio dos ecossistemas onde ocorrem. Predando
animais mais fracos, evitam que a superpopulacéo cause danos ao ambiente
ou leve a disseminacédo de doengas. Deste modo, quando se trabalha para a
preservacdo destes animais, outras espécies indiretamente também seréo
preservadas (ESTES, 1993; CAT SPECIALIST GROUP, 2003).

Os mecanismos que envolvam tentativas de conservagdo devem
incluir um arranjo de opcbes e ndao somente depender de uma abordagem
pontual para a preservacao de uma dada espécie ou um Unico ecossistema.
O desenvolvimento de tecnologias em reproducdo assistida, tais como a
inseminacao artificial, criopreservacdo de sémen e mesmo transplante de
espermatogobnias, podem responder por uma importante parcela dentro
destas opcdes. Neste sentido, o estudo do processo espermatogénico torna-
se extremamente relevante, tanto na determinacdo da taxa de producao
espermatica quanto na correlacdo desta com parametros biométricos, o que
possibilita o melhor manejo e utilizacdo de reprodutores, fornecendo
informacdes basicas para o desenvolvimento e sedimentacdo de novas
técnicas (BERNDTSON, 1977; KENAGY & TROUMBULAK, 1986; FRANCA
& RUSSELL, 1998).



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. O ledo africano

Em 1758, Linnaeus classificou o ledo como pertencente ao reino
Animalia, subreino Eumetazoa, ramo Bilateria, filo Chordata, subfilo
Vertebrata, classe Mammalia, subclasse Eutheria, ordem Carnivora,
superfamilia Feloidea, familia Felidae, subfamilia Pantherinae, género
Panthera e espécie leo (ALDEN et al., 1998).

O ledo é considerado o segundo maior felino existente, sendo menor
apenas que o tigre (Panthera tigris). Com membros toracicos bem
desenvolvidos, o ledo apresenta um grande alcance de movimento,
habilitando-o a golpes suficientemente potentes para subjulgar presas de
porte superior (GONYEA, 1976). O corpo € coberto por uma pelagem
marrom na grande maioria das subespécies de ledo, todavia, ocorrem
pelagens mais esbranquicadas, especialmente na regido de Timbavati,
Africa do Sul (STOFFEL, 2005). Os leGes sdo encontrados ao longo da
Africa (FIGURA 1), especialmente na parte sudeste do continente, habitando
planicies de gramineas, savanas, areas semi-desérticas e de arbustos.
Atualmente, a excecdo de parques onde sdo protegidos, estes animais sado
raros, devido a perda de habitat e, principalmente, a predagdo humana (CAT
SPECIALIST GROUP, 2003).

Os lebes sdo animais sociais, onde a caca sempre € realizada em
grupo com a particularidade de somente as fémeas atacarem até a morte
por sufocamento da presa, enquanto um ou dois machos dominantes do
grupo se encarregam de cuidados com a prole (EWER, 1986). Sé&o
essencialmente carnivoros, constituindo o segundo maior grupo predador
depois das hienas manchadas (Crocuta crocuta), sendo as zebras (Equus
burchelli), gnus (Connochaetes taurinus) e bufalos (Syncerus caffer) suas
principais presas. Em relagdo a audicdo como ferramenta de caca, as



orelhas podem ser rotacionadas em um angulo amplo, favorecendo a
percepc¢ao de sons distantes. Os rugidos destes animais sao utilizados como
mecanismos de demonstracdo hierarquica como também demarcacao
territorial (URBAN & WEST, 2002; CAT SPECIALIST GROUP, 2003)

Distribuic&o historica Distribuicéo atual

FIGURA 1-Distribuicao historica e atual de Panthera leo.
Fonte: URBAN & WEST (2002)

Lebes machos e fémeas tornam-se sexualmente maduros aos trés
anos de idade, sendo que o periodo reprodutivo ocorre provavelmente
durante todo o ano (ESTES, 1993). A gestacdo tem duracdo média de 90 a
110 dias e o estro de oito dias. Existem relatos de ledes em vida livre
acasalando mais de 30 vezes em um dia (ESTES, 1993). As fémeas podem
acasalar com machos diferentes, sendo este comportamento importante
para a variabilidade genética da espécie (STOFFEL, 2005). Lebes em
cativeiro (FIGURA 2) podem viver até os 20 anos em meédia, enquanto que
0s animais em vida livre (FIGURA 3) atingem apenas 12 anos (URBAN &
WEST, 2002).

Os lebes ainda podem ser encontrados por todo o continente africano,
mas populagdes significativas s6 existem em parques nacionais na Tanzéania
e Africa do Sul (ALDEN et al., 1998; CAT SPECIALIST GROUP, 2003;
WIKIPEDIA, 2005). O isolamento geografico de populacbes distintas de

lebes em vida livre, devido principalmente a acdo humana, no leste africano
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e no oeste indiano, tem levado a perda da variabilidade genética, tendo
como consequéncia direta o aumento de anormalidades espermaticas e o
desbalanceamento endocrino de hormdnios reprodutivos, afetando a
espermatogénese, ovulacdo e morbidade e mortalidade perinatal (WILDT et
al., 1987; MUNSON et al., 1996).

FIGURA 2 — Exemplar macho de Panthera leo adulto em cativeiro.
Fonte: CAT SPECIALIST GROUP (2003)

A perda da variabilidade genética, em populacbes de felinos
selvagens, vem sendo associada a um aumento na incidéncia de
espermatozoides estruturalmente anormais, tanto em populacdes de vida
livre como em cativeiro (WILDT et al, 1987). Experimentos vém sendo
conduzidos em parques nacionais africanos, no sentido de introduzir, atraves
de inseminacéo artificial, novo conjunto génico em populagdes de vida livre
(TRIVEDI, 2002).

Apesar de sua relativa abundancia em cativeiro, as subespécies
existentes de ledo africano (P. leo azandica, P. leo bleyenberghi, P. leo
hollisteri, P. leo krugeri, P. leo massaicus, P. leo nubica, P. leo roosevelti, P.
leo senegalensis, P. leo somaliensis e P. leo verneyi) sdo listadas no
apéndice Il da CITES (Convention on International Trade in Endengered
Species) sendo classificadas assim como espécies ameacadas a extingéo e
também na lista vermelha da IUCN (The Word Conservation Union) como
espécies vulneraveis (IUCN, 2004; CITES, 2005; WIKIPEDIA, 2005).



De acordo com WILDT et al. (1995), pesquisas combinadas da
espermatologia simultaneamente com estudos em endocrinologia,
embriologia e criopreservacao, podem levar a aplicabilidade com sucesso na
reproducdo assistida. Neste sentido, varias pesquisas envolvendo a
morfofisiologia reprodutiva de animais silvestres e selvagens ja foram
desenvolvidos com a finalidade de se obter informacbes bésicas,
subsidiando o desenvolvimento de novas técnicas em reproducéo assistida.

FIGURA 3 — Exemplar macho de Panthera leo adulto em vida livre.
Fonte: CAT SPECIALIST GROUP (2003)

Estudos sobre o processo espermatogénico de grandes felinos
neotropicais, como a onca parda (Puma concolor) e a onga pintada
(Panthera onca), ambos em condi¢cbes de cativeiro, foram conduzidos na
Universidade Federal de Vigosa, com os quais pretende-se verificar a titulo
comparativo, os dados obtidos em ledes africanos.

2.2. O testiculo e o processo espermatogénico
2.2.1. Biometria e funcdao testicular
O testiculo € um 6rgdo com funcdo exocrina e enddcrina e que se

apresenta revestido por uma espessa capsula conjuntiva, a albuginea, a

gual envia septos para o interior, formando o mediastino testicular e também



dividindo o testiculo em lobulos. Este 6rgdo € constituido por dois
compartimentos: o compartimento tubular e o intertubular. No primeiro,
responsavel pela producdo de espermatozdides, encontram-se os tubulos
seminiferos, 0s quais conectam-se através de duas extremidades a rete
testis, localizada na regido do mediastino testicular. Os tubulos seminiferos
sdo constituidos a partir de sua porcdo externa para a interna, de tunica
prépria, epitélio seminifero e lume. Na tunica prépria podem ser observadas
as células mioides ou peritubulares, a lamina 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 (FAWCETT et al.,, 1973; FRANCA & RUSSELL, 1998;
PAULA, 1999).

Ha uma relacdo direta entre o peso testicular e a producao
espermatica (AMANN, 1970; OLAR et al, 1983; FRANCA & RUSSELL,
1998): quanto maior o testiculo, maior a producdo de espermatozoides.
Porém, a quantidade de espermatozodides produzidos € sempre maior que 0
namero necessario para a fecundacdo e nao necessariamente, o tamanho
do testiculo acompanha proporcionalmente o tamanho corporal, uma vez
gue animais de grande porte produziriam um enorme excedente (FRANCA &
RUSSELL, 1998; PAULA, 1999).

O indice gonadossomatico representa a propor¢cao do peso corporal
alocado em testiculo. Segundo KENAGY & TROMBULAK (1986), a funcéo
Y= 0,035 X %’ (Y = massa de ambos os testiculos em gramas, X massa do
corpo em gramas) descreve o indice gonadossomético (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¢cdes 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,
é possivel uma variacdo do indice gonadossomatico de 0,1 a 8% (ROOSEN-
RUNGE & GIESEL, 1950). KENAGY & TROMBULAK (1986) nao
observaram nenhuma correlacdo entre o tamanho do testiculo e sua

localizacdo no corpo, embora exista relacdo funcional entre o tamanho



relativo dos testiculos e o sistema de acasalamento. De acordo com estes
pesquisadores, testiculos sao relativamente pequenos em animais
monogamicos ou poligamicos e séo relativamente maiores em animais com
sistema promiscuo ou poliandrico, como, por exemplo, o chimpanzé que
apresenta sistema promiscuo de acasalamento com indice gonadossomatico
de 0,27%. J& o gorila apresenta sistema poligamico, com IGS de 0,02% (no
homem o IGS é de aproximadamente 0,08%). Outros fatores podem
influenciar o IGS, devido a variagbes no tamanho do testiculo tais como:
localizac&o geogréafica, tipo de habitat, idade, sazonalidade e racas.

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

O tubulo seminifero apresenta grande variacdo na densidade
volumétrica no testiculo entre as diferentes espécies, porém, é geralmente o
componente mais abundante do parénquima testicular (FRANCA &
RUSSELL, 1998). Todos os parametros quantitativos relacionados com o
tubulo seminifero, como diametro tubular, espessura do epitélio seminifero e
o comprimento total e por grama de testiculo, apresentam relacdo positiva
com a atividade espermatogénica (FRANCA & RUSSELL, 1998; PAULA,
1999).



2.2.2. Populacdo celular e indices indicativos do rendimento da
espermatogénese

Nos tubulos seminiferos de animais sexualmente maduros, as células
espermatogénicas ndo estdo arranjadas ao acaso, mas sim organizadas em
séries bem definidas de associa¢des celulares ou estddios. Com excecado de
algumas espécies de primatas, o arranjo dos estadios do ciclo do epitélio
seminifero é segmentar em todos os mamiferos investigados, existindo
somente um estadio por seccao transversal de tubulo seminifero (LEBLOND
& CLERMONT, 1952; RUSSELL et al., 1990a). Os estadios se sucedem
numa determinada area do epitélio seminifero, com o decorrer do tempo.
Esta seqiéncia, assim ordenada, constitui o processo denominado ciclo do
epitélio seminifero (LEBLOND & CLERMONT, 1952; ORTAVANT et al.,
1977; RUSSELL et al., 1990a). Dentre os sistemas utilizados para se estudar
os estadios do ciclo do epitélio seminifero, o mais empregado € aquele
baseado na forma e na localizacdo dos nucleos das espermétides 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 obtencdo de oito
estadios do ciclo. Outra classificacdo, designada como método do sistema
acrossodmico, é baseada nas caracteristicas das espermatides, em patrticular
na forma do ndcleo e no desenvolvimento do acrossoma. Com este método,
no qual os estadios séo arbitrariamente definidos, o nimero de estadios para
cada espécie € variado (RUSSELL et al., 1990b; FRANCA & RUSSELL,
1998).

O epitélio seminifero compde-se de quatro camadas de geracfes
distintas de células germinativas, que se apresentam em arranjos distintos.
No estadio 1 do ciclo do epitélio seminifero, observam-se camadas basais
de espermatogbnias e espermatdcitos primarios em pré-leptéteno, camada
intermediaria de espermatdécitos primarios em paquiteno e uma camada
adluminal de espermétides arredondadas. As razfes entre os diferentes
tipos de células germinativas constituem uma maneira bastante acurada de

se analisar a eficiéncia do processo espermatogénico. 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 degeneracbes que ocorrem nas conversdes celulares de
espermatogobnias do tipo A; até a formacao de espermatocitos primarios em
pré-leptéteno; 2) o rendimento meidtico, que avalia a eficiéncia das duas
divisdes meidticas; e 3) o rendimento geral da espermatogénese, no qual a
eficiéncia do processo espermatogénico como um todo (de A; até
espermatides arredondadas) (RUSSELL et al, 1990a; FRANCA &
RUSSELL, 1998; PAULA, 1999).

A apoptose celular, tem sido um dos topicos mais intensamente
estudados em ciéncias biolégicas nos ultimos anos. Este processo
desempenha 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 espontédnea ou em resposta a varios fatores,
tais como quimioterapia, temperatura elevada, disturbios hormonais e
diminuicdo de fatores de crescimento, dentre outros (BLANCO-RODRIGUEZ
& MARTINEZ-GARCIA, 1998; HENRIKSEN & PARVINEN, 1998; SINHA-
KIKIM & SWERDLOFF, 1999). A apoptose espontanea no epitélio seminifero
€ uma degeneracdo densidade-dependente citada como mecanismo
adequador da populacao de células germinativas a um numero 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 competicido por
fatores de crescimento e outros fatores, conforme sugerido por JACOBSON
et al. (1997). No entanto, merece ser ressaltado que, para cada espécie, a
célula de Sertoli suporta um ndmero limitado de células germinativas (ORTH
et al., 1988; FRANCA & RUSSELL, 1998). Assim, mesmo em espécies com
alta producdo espermatica, as perdas celulares durante as divisdes
espermatogoniais podem ser consideravelmente altas, visto que o namero
de células iniciando a fase meiotica deve ser ajustado para o nimero que a
célula de Sertoli pode suportar (ROOSEN-RUNGE & GIESEL Jr., 1950;
SHARPE, 1994). Ainda de acordo com ROOSEN-RUNGE & GIESEL Jr.



(1950), o grau e o modo de degeneracdo das células germinativas e
capacidade suporte da célula de Sertoli sdo espécie-especificos, mas em
geral as degeneragfes ocorrem durante as divisdes mitéticas e meioticas.
Degeneracdes de espermatides alongadas raramente sdo observadas
(RUSSELL & PETERSON, 1984).

As interacdes entre as células de Sertoli e as células germinativas séo
cruciais para a manutencdo da producao espermética normal (GRISWOLD,
1995). Pelo fato de sua populacéo ser estavel apés a puberdade e ao longo
dos diferentes estadios do ciclo do epitélio seminifero, a célula de Sertoli
serve como referéncia para se quantificar e avaliar funcionalmente o
processo espermatogénico (RUSSELL & PETERSON, 1984; FRANCA &
RUSSELL, 1998).

2.2.3. Organizacao dos elementos do espaco intertubular

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

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 horménio foliculo estimulante (FSH), que
gradativamente é substituido pela testosterona (MEANS et al., 1976; JEGOU
et al, 1983; SHARPE, 1994). Assim, como preparacdo para esta
substituicdo, as células de Leydig devem ser adequadas numeérica e
fisiologicamente para dar suporte ao novo requerimento de testosterona,
sendo que o FSH parece influenciar diretamente no desenvolvimento desta
populacdo (SHARPE, 1994).

FAWCETT et al. (1973) descreveram trés modelos para o arranjo dos

componentes do espaco intertubular nas diferentes espécies, indicando
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grande variagdo em relacdo a quantidade de células de Leydig e a
disposicdo de vasos/espacos linfaticos. Apesar do pouco conhecimento a
respeito das implicag@es fisioldégicas desta variacdo, FAWCETT et al. (1973)
especularam que a mesma esta provavelmente relacionada com a
habilidade dos linfaticos de mover, para fora dos testiculos, materiais
vascularmente secretados e de manter as concentracdes adequadas de
andrégenos no testiculo e nos vasos sangtineos.

Inimeros fatores podem influir na quantidade de células de Leydig por
animal, dentre os quais podem ser destacados a quantidade de hormdnio
luteinizante (LH) disponivel; o numero de receptores de LH por célula; a
guantidade de testosterona que a célula de Leydig é capaz de secretar em
um dado periodo de tempo; a velocidade com que a testosterona deixa o
testiculo via vasos linfaticos, vasos sangiineos e fluido seminal; o volume
sangiineo 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 percentual do peso corporal alocado em testiculo (indice
gonadossomatico) para o rato, de 4,26% (KENAGY & TROMBULAK, 1986) e
para a capivara, de 0,125% (PAULA, 1999), o percentual de massa corporal
alocado em célula de Leydig (indice Leydigossomatico) para o rato € de
0,094 % e para a capivara é 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 proporcdo volumétrica
testicular parece nao refletir o real requerimento fisiolégico de células de

Leydig por animal.

2.2.4. Biopsia testicular

A biopsia testicular € um procedimento utilizado em muitos casos para
avaliacdo de patologias relacionadas a infertilidade (NSEYO et al., 1984).
Algumas das patologias mais freqientemente observadas incluem aplasia

de células germinativas, hipoespermatogénese, condices inflamatorias e
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neoplasias (LOPATE et al., 1989). Os métodos mais comuns de bidpsia
testicular sdo a aspirativa e a incisional (FINCO, 1974; LOPATE et al., 1989).

As potenciais complicacdes da biopsia testicular sdo os danos ao
parénquima, que localmente vao interromper a espermatogénese, ou
adesfes que podem impedir a termoregulacao testicular. Tais complicacdes
tém feito com que a técnica de bidpsia testicular seja pouco aceita, tendo
assim uso limitado (ATTIA et al.,, 2000). Ainda que danos histologicos
estejam presentes nos testiculos de caes apds a biopsia, efeitos
permanentes na producédo e motilidade dos espermatozoides apoés repetidas
bidpsias em testiculos alternados (JAMES et al., 1979), bidpsia unilateral
(HUNT et al., 1965), ou bibépsia unilateral apds orquiectomia unilateral
(HUNT & FOOTE, 1997; MASCARENHAS et al, 2005) parecem
insignificantes. Cavalos castrados ap0s bidpsia incisional unilateral
apresentraram apenas aumento transitéorio na degeneracdo de
espermatoécitos em pré-leptéteno e espermatogodnias do tipo B no testiculo
biopsiado (DELVENTO et al., 1992). Neste sentido, a bidpsia testicular
mostra-se muito efetiva para a coleta de material bioldgico sem maiores
danos reprodutivos a longo prazo, nas diferentes espécies estudadas
(GALINA, 1971; LOPATE et al, 1989; FELDMAN & NELSON, 1996;
MUNSON et al., 1996; MASCARENHAS et al., 2005).

Ainda que procedimentos invasivos nos testiculos e epididimos
possam induzir a producdo de anticorpos antiespermatozoides, a duracéo
destes anticorpos € transitoria, ndo havendo efeitos negativos na producao
espermética e na motilidade dos espermatozéides. Assim, a associacao de
anticorpos a diminuicdo na porcentagem de espermatozoides normais nao é
clinicamente significante, concluindo-se que a bidpsia testicular e a
aspiracdo do epididimo sdo procedimentos diagnosticos seguros (ATTIA et
al., 2000).
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ARTIGO I

Morfometria testicular e o tubulo seminifero de ledes africanos

(Panthera leo, Linnaeus, 1758) adultos, mantidos em cativeiro

Resumo

Uma relagdo direta entre peso testicular e producdo espermatica ¢ observada
em diferentes animais j4 investigados. O tamanho testicular reflete principalmente o
comprimento total do tubulo seminifero, visto ser este seu principal componente. A
composi¢ao do parénquima testicular e o tamanho relativo dos testiculos podem
fornecer valiosas informagdes quanto a fisiologia reprodutiva. O peso corporal médio
dos ledes africanos neste estudo foi de 183,7 kg, dos quais cerca de 0,015% sdo
alocados em massa testicular e 0,009% especificamente em tibulos seminiferos, que
representaram cerca de 75,6% do parénquima testicular. O didmetro médio dos
tubulos seminiferos foi de 252,7um e, a espessura média do epitélio seminifero, de
93,2um. O ledo africano apresenta 12,3 metros de tibulo seminifero por grama de
testiculo.

Palavras chave: testiculo, tibulo seminifero, ledo, Panthera leo

Summary

A direct relationship between the testis weight and spermatic production is
observed in different animals already investigated. The testis size primarily reflects
the total length of the seminiferous tubule, since this one is its main component. The
composition of the testis parenchyma and the relative size of the testis can provide
valuable information concerning to reproductive physiology. In this study, the

average body weight of the African lions were 183.7 kg, from which approximately
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0.015% are allocated in the testis mass and 0.009% are specifically in the
seminiferous tubules, which represented about 75.6% of the testis parenchyma. The
average diameter of the seminiferous tubules was 252.7 um, and the average
thickness of the seminiferous epithelium was 93.2 um. The African lion presents
12.3 m seminiferous tubule by each gram of testis.

Keywords: testis, seminiferous tubule, lion, Panthera leo

1. Introducgéo

O ledo (Panthera leo) ¢ o segundo maior felino do mundo podendo atingir até
230 kg, sendo menor apenas que o tigre (Panthera tigris). Diferente da maioria dos
gatos, o ledo possui habitos gregarios, formando grupos de até 30 animais. As fémeas
sdo encarregadas da caga e cuidam da prole, enquanto um ou dois machos
dominantes se responsabilizam pela prote¢do do grupo (Alden et al., 1998).

Ledes africanos vivem em planicies ou savanas, onde constituem o segundo
maior grupo predador depois das hienas manchadas (Crocuta crocuta). Podem viver
ainda em areas arborizadas, montanhosas € mesmo em habitats semi-desérticos
(Estes, 1993). Esse felino possui pelame curto e cauda longa com um topete preto em
sua extremidade. Sao sexualmente dimdrficos, visto que além de maior altura e peso
corporal apenas os machos possuem jubas (Estes, 1993; Alden et al., 1998). Existem
pelo menos cinco subespécies de ledes africanos, sendo cada uma delas identificada
pela regido geografica em que ocorre, fato este contestado por alguns autores (Urban
& West, 2002). Embora ainda haja abundancia destes animais em cativeiro, todas as
subespécies de ledo africano sdo listadas no apéndice II da CITES (Convention on
International Trade in Endengered Species, 2005) sendo classificada assim, como

espécie ameacada de extingdo na lista vermelha da IUCN (The Word Conservation
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Union, 2004) como espécie vulneravel (Cat Specialist Group, 2003). Em alguns
paises africanos, os ledes foram praticamente exterminados, ocorrendo em vida livre
somente em alguns parques nacionais (Alden et al., 1998; Cat Specialist Group,
2003). O isolamento geografico de populagdes distintas de ledes em vida livre no
leste africano e no oeste indiano tem levado a uma perda da variabilidade genética,
tendo como conseqiiéncia direta o aumento de anormalidades espermaticas e o
desbalanceamento  endocrino de  hormoénios  reprodutivos, afetando a
espermatogénese, ovula¢do, morbidade e mortalidade perinatal (Wildt et al., 1987,
Munson et al., 1996).

De acordo com alguns pesquisadores, existe um direto relacionamento do
peso testicular com a produgdo espermatica: quanto maior o testiculo, maior a
producdo de espermatozdides (Amann, 1970; Olar et al., 1983; Franga & Russell,
1998). Porém, a quantidade de espermatozoides produzidos é sempre maior que o
nimero necessario para a fecundacio, e ndo necessariamente o tamanho do testiculo
acompanha proporcionalmente o tamanho corporal, uma vez que animais de grande
porte produziriam quantidade excedente (Paula, 1999).

A composi¢do do parénquima testicular (Paula, 1999) e o tamanho relativo
dos testiculos (Kenagy & Troumbulak, 1986) em uma dada espécie, podem fornecer
valiosas informagdes quanto a fisiologia reprodutiva e até mesmo quanto ao seu
sistema de acasalamento. Assim sendo, o estudo da morfologia testicular e do
processo espermatogénico em animais selvagens ¢ fundamental para o
estabelecimento de padrdes fisioldgicos, com os quais pode-se estabelecer protocolos
em reproducao assistida.

O processo de biopsia testicular vem sendo amplamente utilizado em estudos

que envolvam a fisiopatologia reprodutiva de animais domésticos e selvagens, por
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ser um método conservativo da capacidade reprodutiva, nao apresentando efeitos
deletérios na produgdo espermatica a longo prazo (Lopate et al., 1989; Threlfall &
Lopate, 1993; Attia et al., 2000; Bittencourt et al., 2004; Azevedo et al., 2005;
Mascarenhas et al., 2005; Guido-Leite et al., 2006). Esta metodologia é uma
excelente opgao frente a castragdo ou hemicastracdo 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
diferentes regides do testiculo (Amann, 1970; Berndtson, 1977; Amann &
Schanbacher, 1983).

O objetivo deste estudo foi descrever dados de morfometria testicular e do
tubulo seminifero e indexa-los com a massa corporal em ledes africanos adultos

mantidos em cativeiro.

2. Material e métodos

Foram utilizados cinco ledes africanos adultos, provenientes de parques
zoologicos dos estados de Sdo Paulo e Minas Gerais. Os animais utilizados no
presente estudo foram incluidos em programas de controle populacional e, no
momento da deferentectomia foram submetidos ainda a bidpsia testicular. Os animais
foram contidos através de dardos anestésicos e mantidos em anestesia geral com a
utiliza¢do da associacdo tiletamina/zolazepan na dose de 10 mg/kg.

Para a determinagdo do volume testicular, ambos os testiculos foram
mensurados percutaneamente quanto a: largura, espessura e comprimento com a
utilizagdo de paquimetro digital. A espessura da pele escrotal também foi mensurada
e descontada das dimensoes testiculares. Através da formula 4/3n ABC, onde A=

metade da largura, B= metade da espessura e C metade do comprimento, foi
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calculado o volume de cada testiculo (Moreira, 1995). 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 ¢
o mediastino testiculares foram estimados em 18% da massa testicular, uma vez que
esta média foi observada em todos os carnivoros domésticos e selvagens ja estudados
(Godinho, 1999; Fran¢a & Godinho, 2003; Bittencourt et al., 2004; Mascarenhas et
al., 2005; Azevedo et al., 2005; Guido Leite et al.,2006), e assim, para o calculo do
peso do parénquima testicular este valor foi descontado do volume total dos
testiculos.

Apbs tricotomia e anti-sepsia local, a pele do escroto foi incisada e, com o
uso de um bisturi circular de 4 mm de didmetro, foi obtido um fragmento da regido
média percutaneamente do testiculo, direito ou esquerdo. O fragmento foi
imediatamente fixado, utilizando-se solu¢do de aldeido glutarico (Merck) 4% em
tampdo fosfato 0,Imol L™ pH 7,4 a temperatura ambiente por um minimo de duas
horas, sendo posteriormente armazenado sob refrigeragdo no mesmo tampao. A lesdo
foi suturada em planos distintos com fio sintético absorvivel, sendo na pele utilizada
sutura intradérmica com extremidades embutidas. Cada animal recebeu agentes
antibioticos e antiflogisticos como terapia preventiva e foi clinicamente
acompanhado até o seu pleno restabelecimento.

Os procedimentos adotados na metodologia deste estudo, no que se refere ao
bem estar dos animais envolvidos, estdo de acordo com Processo N° 27/2005,
aprovado pela Comissdo de Etica do Departamento de Veterinaria da Universidade
Federal de Vigosa em 01/04/2005.

Para estudos em microscopia de luz os fragmentos foram desidratados em

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

Ao microscopio de luz, com auxilio de ocular integradora dotada de 100
pontos em aumento de 400 vezes, foram avaliadas as propor¢des volumétricas de
tubulos seminiferos ¢ do espago intertubular no parénquima testicular, através da
contagem destes elementos teciduais correspondentes aos pontos em dez campos
aleatoriamente distribuidos, em cada animal. Inferindo-se a estas proporgdes o
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 mensuragoes,
através de ocular micrométrica, em 20 secgoes transversais de tibulos seminiferos, o
mais circular possivel, em cada animal.

Devido ao formato cilindrico do tibulo seminifero, utilizou-se para o calculo
de seu comprimento, a derivagdo da formula volumétrica do cilindro, onde
comprimento tubular = volume de tibulos seminiferos/area da seccdo transversal do
tubulo seminifero. Através do peso estimado de ambos os testiculos, foi possivel
calcular o indice gonadossomatico, o qual refere-se ao percentual de massa corporal
alocado em gonadas. J4 para o célculo do indice tubulossomatico, inferiu-se ao
indice anterior a propor¢ao volumétrica correspondente aos tiibulos seminiferos.

Os dados foram analisados estatisticamente quanto a média, desvio padrio e,
em alguns casos, quanto ao coeficiente de variacdo, utilizando-se para isto o

programa SAEG (Sistema para Analise Estatistica e Genética, 2001).
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3. Resultados

O peso corporal médio dos animais estudados foi de 183,7 kg (Tabela 1),
variando entre 150 e 220 kg, dentro de uma faixa considerada normal para a espécie.
Nos ledes africanos estudados, o peso total dos testiculos apresentou uma variagao
consideravel (cv =46,6) (Tabela 1), porém, altamente correlacionado com a massa
corporal (r = 0,9). Esses animais apresentaram indice gonadossomatico (IGS) médio
de 0,015% (Tabela 1), sendo este parametro consistente quanto a similaridade do
tamanho relativo dos testiculos.

Os animais estudados apresentaram cerca de 75,6 % de tibulo seminifero no
parénquima testicular, o que corresponde em média a 17 ml alocados em ambos os
testiculos (Tabela 2). O indice tubulossomatico (ITS) foi, em média, de 0,009% nos
animais estudados (Tabela 2).

Os valores encontrados em ledes africanos foram, em média, 252,7 um de
didmetro tubular e 93,2 um de espessura média do epitélio seminifero (Tabela 3). O
comprimento total do tubulo seminifero, uma vez que representa o principal
componente testicular, refletiu,nestes animais, uma grande variagdo (cv = 44,6)
também observada no tamanho testicular. J& o comprimento tubular por grama de
testiculo apresentou homogeneidade entre os animais estudados (cv= 3,08), sendo em

média 12,3 metros de tibulo seminifero por grama de testiculo (Tabela 3).

4. Discusséo

O peso testicular foi calculado a partir de suas dimensdes, uma vez que, para
este estudo, foram realizadas coletas de fragmentos através de biopsias testiculares.
A estimativa do volume através da féormula matematica utilizada, mostrou-se efetiva

em testiculos de caes submetidos a castracdo, apresentando alta correlacdo com os
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valores correspondentes do peso testicular (Mascarenhas et al., 2005). Esta técnica
foi utilizada com o mesmo propoésito para a onga parda (Guido Leite & Paula, 2003),
para o lobo guara (Bittencourt et al., 2004) e para a onga pintada (Azevedo et al.,
2005). De acordo com Johnson et al. (1981), a densidade volumétrica média do
testiculo ¢ de aproximadamente 1,046g/ml, e em decorréncia deste fato, assumiu-se
no presente trabalho, o volume testicular em mililitros igual a sua massa em gramas.
O peso dos testiculos em ledes africanos ndo sofreu variacao significativa entre os
antimeros (teste t de Student a 5%), confirmando o observado para todos os
mamiferos ja pesquisados (Franca & Russell, 1998).

Segundo estes mesmos autores, uma maior alocacdo e dispendimento
energético em massa testicular, sdo observados em animais de menor porte. Neste
sentido, o indice gonadossomatico em ledes africanos adultos (0,015%), foi menor
que os observados em felinos silvestres brasileiros como a onga parda (0,03%)
(Guido Leite & Paula, 2003) e a onga pintada (0,034%) (Azevedo et al., 2005) ¢
menor ainda que aqueles observados em pequenos felinos como o gato doméstico
(0,07%) (Godinho, 1999) e o gato selagem africano (0,05%) (Kenagy &
Troumbulak, 1986).

Segundo Kenagy & Troumbulak (1986), o tamanho relativo dos testiculos
ndo se correlaciona com sua localizacdo corporal, porém, ¢ um forte indicador do
sistema de acasalamento de uma determinada espécie (Short, 1997). Desta forma,
espécies de mamiferos onde uma fémea cruza com varios machos durante o periodo
fértil do ciclo ovariano, apresentam maiores indices gonadossomaticos em relagao as
espécies onde um unico macho ¢ responsavel pela copula. Isto se deve ao fato de, no
primeiro caso, haver necessidade de maior produgdo espermatica, uma vez que a

competicdo pela fertilizagdo ocorre no interior do trato genital feminino. Em ledes
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africanos, assim como em ongas pintadas e ainda, em ongas pardas, o 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 entdo necessidade de grande
investimento em massa testicular e conseqiiente producao espermatica, visto nao
haver competicdo entre espermatozoides de diferentes machos na fertilizagdo de uma
mesma fémea (Kenagy & Troumbulak, 1986).

A albuginea e o mediastino compdem a morfofisiologia testicular, embora
ndo participem diretamente da fungdo espermatogénica ou androgénica. Desta forma,
nos estudos fisioldgicos, estas estruturas sao desconsideradas do peso testicular para
a obtengdo do calculo do parénquima testicular (Johnson et al., 1981). Na maioria
das espécies domésticas, a proporcao volumétrica da albuginea e mediastino
testiculares ¢ geralmente em torno de 10% (Franga & Russell, 1998), porém, dados
em carnivoros demonstram serem estas estruturas mais abundantes. Assim, Godinho
(1999) observou no gato doméstico valores proximos a 18%, Mascarenhas et al.
(2005) descrevem valores similares para o c2o, assim como Bittencourt et al. (2004)
em lobo guara e Azevedo et al. (2005), em onga pintada. Desta forma, para se
estimar a massa do parénquima testicular em ledes africanos, foram considerados
18% do peso testicular alocados em albuginea e mediastino.

Embora o termo parénquima testicular ndo seja totalmente adequado para a
referéncia do testiculo desprovido de albuginea e mediastino testiculares, ¢
amplamente mencionado na literatura especializada (Berndtson, 1977; Johnson et al.,
1981; Russell et al., 1990a; Johnson et al., 2000). O parénquima testicular pode ser
dividido em dois compartimentos: o tubular e o intertubular (Amann, 1970; Fawcett
et al., 1973; Amann & Schanbacher, 1983; Russell et al., 1990a). O compartimento

tubular ¢ caracterizado como principal componente do testiculo na grande maioria
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dos mamiferos, exercendo grande influéncia sobre o peso testicular e, por
conseqiiéncia, sobre a produgdo espermatica (Amann, 1970; Franca & Russell, 1998;
Paula et al., 1999). Com exce¢do dos baixos valores descritos na marmota e na
capivara (Russell et al., 1990b; Costa & Paula, 2003), a maioria dos animais
investigados apresenta entre 70 e 90% de tibulos seminiferos no parénquima
testicular (Paula & Cardoso, 1994; Franga & Russell, 1998), incluindo nesta faixa os
valores observados em felinos, tais como o gato doméstico, com cerca de 90%
(Godinho, 1999), a onga parda, com 78% (Guido-Leite & Paula, 2003), ¢ ainda a
onga pintada, com 77,7% (Azevedo et al., 2005). O ledo africano apresentou cerca de
75,6 % de tabulo seminifero no parénquima testicular, o que corresponde em média a
17 mililitros alocados em ambos os testiculos.

O indice tubulossomatico (ITS) é um parametro que visa quantificar o
investimento em tubulo seminifero em relagdo a massa corporal do animal. Assim
sendo, o ledo africano aloca, em média, aproximadamente 0,009% do peso corporal
em tibulo seminifero, sendo este valor, menor ao observado na onga pintada
(0,022%) (Azevedo et al., 2005) e na onga parda (0,02%) (Guido-Leite & Paula,
2003). O indice tubulossomatico do gato doméstico de 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.

A medida do didmetro tubular é uma abordagem utilizada como indicador da
atividade espermatogé€nica em experimentos que envolvem a fungdo testicular
(Godinho & Cardoso, 1979; Sinha-Hikim et al., 1991; Russell et al., 1994; Mufioz et
al., 1998; Franga & Cardoso, 1998; Franga & Godinho, 2003). Embora o valor

encontrado para o didmetro tubular médio possa chegar a 550 um em algumas
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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
encontrados em ledes africanos foram, em média, 252,7 um, apresentando-se muito
proximo aqueles observados na onga parda (Guido-Leite & Paula, 2003), na onga
pintada (Azevedo et al., 2005) e¢ no gato doméstico (Godinho, 1999), sendo
enquadrado dentro da amplitude citada para as demais espécies estudadas.

Segundo Wing & Christensen (1982) a mensuragao da espessura do epitélio
seminifero ¢ mais efetiva para a avaliagdo da producdo espermdtica do que o
diametro tubular. No ledo africano, a espessura média do epitélio seminifero foi de
93,2 um, acima do observado para o gato doméstico (81 um/ Godinho, 1999), onca
parda (67um/ Guido Leite & Paula, 2003) e semelhante a onga pintada (90,3 pum/
Azevedo et al., 2005), todavia, dentro da amplitude observada nos animais
domésticos, que € de 60 a 100 um (Franca & Russell, 1998).

O ledo africano apresenta cerca de 12,3 metros de tibulo seminifero por
grama de testiculo, valor este dentro da faixa de 10 a 15 m/g descrita para a maioria
dos animais domésticos (Franga & Russell, 1998), porém abaixo da descrita para o
gato doméstico, 23 m/g (Godinho, 1999), para a onga parda, 18 m/g (Guido Leite &
Paula, 2003) e muito semelhante a onga pintada, 12,2m/g (Azevedo et al., 2005).
Estes valores decrescentes, respectivamente, do gato doméstico, onca parda e do ledo
africano e onca pintada, reafirmam o investimento inverso na produ¢do espermatica
em relacdo a massa corporal.

O tamanho testicular reflete o comprimento total do tibulo seminifero, uma
vez que este € o seu principal componente. Nos ledes africanos, grande varia¢do foi
observada entre os individuos quanto ao comprimento total de tibulo seminifero (cv

= 44,6), acompanhando a grande variagdo encontrada para o volume testicular.
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Entretanto, esta variagdo deve ser desconsiderada quando analisada por unidade de
peso testicular (cv = 3,08), demonstrando mais uma vez a constancia do investimento

na produg¢do espermatica desta espécie.

5. Conclusoes

Nos ledes africanos adultos mantidos em condi¢des de cativeiro, utilizados
neste estudo, os indices gonadossomatico e tiubulossomatico foram, respectivamente,
0,015% e 0,009%, sendo a propor¢do volumétrica de tibulos seminiferos, em média,
de 75,6%. O diametro tubular médio nestes animais e a altura média do epitélio
seminifero foram de 252,7 um e 93,2 um, respectivamente. Ledes apresentaram em

média 12,3 metros de tibulo seminifero por grama de testiculo.
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Tabela 1. Peso corporal (PC), peso do testiculo direito (PTD), peso do testiculo esquerdo (PTE),

peso de ambos testiculos (PAT), volume total do parénquima testicular (VTPT) e

indice gonadossomatico (IGS) de ledes africanos adultos, mantidos em cativeiro

Animal PC PTD PTE PAT VTPT IGS

(8 (& (g) (8 (ml) (%)

1 188700 11,03 8,96 19,99 16,39 0,010

2 220000 27,63 20,78 48,41 39,69 0,022

3 150000 8,48 5,93 14,41 21,77 0,010

4 180000 14,45 13,50 27,95 22,92 0,016

5 180000 11,56 15,96 27,52 22,57 0,015
Média + d.p. 183740 +25028,7 14,6+7,6 13,0+58 27,6+129 246+88 0,015 +0,005

CV (%) 13,6 51,9 44.6 46,6 356 333
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Tabela 2. Propor¢ao volumétrica de tubulo seminifero (PVTS) e espago
intertubular (PVEIT), volume total de tibulo seminifero (VTTS) e

indice tubulossomatico de ledes africanos adultos, mantidos em

cativeiro

Animal PVTS PVEIT VTTS ITS
(%) (%) (ml) (%)

1 74,3 25,7 12,2 0,006

2 72,4 27,6 28,7 0,013

3 79,9 20,1 9.4 0,006

4 75,9 24,1 17,4 0,010

5 75,6 244 17,1 0,009

Média + d.p. 75,6 +2,7 243427 16,9+7.4 0,009 + 0,003

CV (%) 35 11,1 43,8 33,33
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Tabela 3. Didmetro do tibulo seminifero (DTS), espessura do epitélio
seminifero (EES), comprimento do tubulo seminifero por
grama de testiculo (CTS/gT) e comprimento total do tabulo
seminifero por testiculo (CTTS/T) de ledes africanos adultos,

mantidos em cativeiro

Animal DTS EES CTS/gT CTTS/T
(um) (pm) (m/g) (m)

1 253,25 94,56 12,10 108,37

2 248,25 93,19 12,26 254,78

3 255,12 85,44 12,81 76,09

4 257,75 96,31 11,92 161,08

5 249,25 96,75 12,70 202,84

Média + d.p. 252,72+3,9 9325+4,6  12,36+0,38 160,63 + 71,63

CV (%) 1,54 4,93 3,08 44,60
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ARTIGO Il

Populacéo do epitélio seminifero, indices indicativos do rendimento da
espermatogénese e a reserva espermatica testicular em leGes africanos
(Panthera leo, Linnaeus, 1758) adultos, mantidos em cativeiro

Resumo

O rendimento intrinseco da espermatogénese e os indices de capacidade
suporte das células de Sertoli sdo, efetivamente, os melhores indicadores da
capacidade de producao espermatica em uma dada espécie. Extensiva perda celular ¢
observada durante o processo espermatogénico e apenas de 15 a 50% dos
espermatozodides teoricamente esperados sdo produzidos, nos mamiferos até hoje
investigados. A quantificacdo da reserva espermatica testicular é um parametro
bastante util em experimentacdes envolvendo a producao espermatica, visto que, o
tempo requerido para produ¢do dos espermatozodides ¢ constante para membros da
mesma espécie. No epitélio seminifero de ledes africanos 10,3 espermatocitos
primarios em pré-leptdteno sdo produzidos por espermatogonias do tipo A. Durante
as divisdes meidticas apenas 2,7 espermatides foram produzidas a partir de
espermatocitos primarios. O rendimento geral da espermatogénese de ledes africanos
foi de aproximadamente 22,1 células, e cada célula de Sertoli foi capaz de sustentar e
manter aproximadamente 14,9 células da linhagem germinativa, das quais 7,9 sdo
espermatides arredondadas. A cada ciclo do epitélio seminifero, 103 milhdes de

espermatozdides sdo produzidos por grama de testiculo.

Palavras chave: Rendimento intrinseco da espermatogénese, reserva espermatica

testicular, Panthera leo

Summary

The intrinsic spermatogenesis production and the supporting indexes of the
Sertoli cells are really the best indicators for the spermatic production capacity in a
species. An extensive cellular loss is observed during the spermatogenesis process
and only from 15 to 50% of the theoretically expected spermatozoids are produced in
the mammals under investigation until now. The quantification of the testis spermatic
reserve is an useful parameter in experimentation involving the spermatic production,

since the time required for the production of spermatozoids is constant in members of
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the same species. In the seminiferous epithelium of the African lions, 10.3 primary
spermatocytes at pre-leptotene phase are produced by the type-A spermatogonia.
During meiotic divisions, only 2.7 spermatids were produced from the primary
spermatocytes. The general spermatogenesis production in the African lions was
approximately 22.1 cells, and each Sertoli cell was able to sustain and maintain
approximately 14.9 cells of the germinative line, from which 7.9 are round
spermatids. A total of 103 spermatozoids are produced by each testis gram at each

cycle of the seminiferous epithelium.

Keywords: Intrinsic spermatogenesis production, testis spermatic reserve, Panthera

leo

1. Introducéo

O ledo (Panthera leo) ¢ o segundo maior felino do mundo, sendo menor
apenas que o tigre (Panthera tigris), atingindo até 230 kg. Esses grandes felinos
vivem em bandos de 5 a 30 individuos, sendo os unicos felinos de habitos gregarios.
Em um bando ha divisao de tarefas: as fémeas sdo encarregadas da caca e do cuidado
dos filhotes, enquanto o macho ¢ responsavel pela defesa do territério (Wikipedia,
2005). Ledes africanos vivem em planicies ou savanas, onde constituem o segundo
maior grupo predador depois das hienas manchadas (Crocuta crocuta). Podem ainda
viver em areas arborizadas, montanhosas e em habitats semi-desérticos (Estes, 1993).
Esse felino possui pelame curto e cauda longa com um topete preto ao final. Sao
sexualmente dimorficos, visto que somente os machos possuem jubas, além de maior
altura e maior peso que as fémeas (Estes, 1993; Alden et al., 1998).

Os ledes ainda podem ser encontrados por todo o continente africano, mas
populagdes significativas s6 existem em parques nacionais na Tanzania e Africa do
Sul (Alden et al., 1998; Cat Specialist Group, 2003; Wikipedia, 2005). Segundo os
critérios adotados pela IUCN (The World Conservation Union), o ledo encontra-se
na categoria de espécie vulneravel, uma vez que houve reducao de 30 a 50% em sua
populagdo selvagem nas ultimas trés geracdes (IUCN Red List, 2004). Devido a
perda de habitat e conseqiiente redu¢cdo dos territdrios naturais, grupos familiares
vem sendo isolados em 4reas fragmentadas o que vem diminuindo a substitui¢do
natural dos machos dominantes gerando consideravel redu¢do na variabilidade

genética (Wildt et al., 1987; Trivedi, 2002).
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A perda da variabilidade genética, em populagdes de felinos selvagens, vem
sendo associada ao aumento na incidéncia de espermatozoides estruturalmente
anormais, tanto em populagdes de vida livre como em cativeiro (Wildt et al, 1987).
Munson et al. (1996), trabalhando com duas populagdes distintas de ledes em vida
livre, observaram por meio da histologia testicular em fragmentos obtidos por
bidpsia incisional, que animais com reduzida variabilidade genética apresentaram
diminui¢do na populagdo de espermatides por sec¢do transversal de tibulos
seminiferos. Experimentos vém sendo conduzidos em parques nacionais africanos
visando introduzir, através de inseminacao artificial, novos genétipos em populacgdes
de vida livre (Trivedi, 2002).

O procedimento de bidpsia testicular vem sendo amplamente utilizado em
estudos da fisiologia e patologia reprodutivas, em animais domésticos e selvagens,
por ser um método conservativo da capacidade reprodutiva dos animais, nao
apresentando efeitos deletérios na producdo espermatica a longo prazo e fornecendo
material suficiente para andlise histologica (Lopate et al., 1989; Threlfall e Lopate,
1993; Munson et al., 1996; Attia et al., 2000; Bittencourt et al., 2004; Azevedo et al.,
2004; Mascarenhas et al., 2005 Guido Leite et al., 2006).

Apesar do tamanho testicular apresentar relacionamento direto com a
producdo espermatica (Amann, 1970; Olar et al., 1983; Franca e 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
producdo espermatica em uma dada espécie (Berndtson et al., 1983; Russell e
Peterson, 1984; Sinha-Hikim et al., 1988; Queiroz e Cardoso, 1989; Franca e Russell,
1998; Franca & Godinho, 2003). Extensiva perda celular ¢ observada durante o
processo espermatogénico sendo que, apenas 25 a 35 % do nimero teoérico de
espermatocitos sao produzidos durante a fase espermatogonial (Franga e Russell,
1998; Santos, 1999). Embora na fase espermiogénica as perdas celulares sejam
consideradas pequenas e ndo significativas (Amann, 1970; Berndtson, 1977; Russell
e Peterson, 1984; Johnson et al., 2000), durante a fase meidtica, nas diferentes
espécies animais estudadas, perdas entre 20 e 48% sdo observadas (Godinho e
Cardoso, 1979; Jones e Berndtson, 1986; Bilaspuri e Guraya, 1984; Paula et al.,
1999; Bittencourt, 2003). Em todos os mamiferos pesquisados, somente cerca de 15 a
50% dos espermatozoides teoricamente esperados sdo produzidos (Huckins, 1978;

Castro et al., 1997; Franga e Russell, 1998; Swerdloff et al., 1998). Em suma, as

40



perdas celulares retratam um componente integrante do processo espermatogénico,
apresentando variacdo espécie-especifica.

A célula de Sertoli ¢ a principal responséavel pela regulacdo do processo
espermatogénico por propiciar o micro ambiente adequado para o seu pleno
funcionamento (Russell e Griswold, 1993). O numero de células germinativas
suportado por uma Unica célula de Sertoli fornece o melhor indicativo da sua
eficiéncia funcional, refletindo diretamente a producdo espermatica por unidade de
area do tubulo seminifero (Weber et al., 1983; Russell e Peterson, 1984; Sinha-Hikim
et al., 1988).

A reserva espermatica testicular quantifica o numero potencial de
espermatozdides em produgdo no testiculo, ou por grama de testiculo, a cada ciclo do
epitélio seminifero de uma dada espécie (Amann e Lambiase, 1969; Berndtson,
1977), constituindo um parametro til em experimentagdes envolvendo a produgio
espermatica, visto que o tempo requerido para producdo dos espermatozoides ¢é
constante para membros da mesma espécie (Berndtson, 1977).

Estudos quantitativos das relagdes populacionais do epitélio seminifero e do
indice de células de Sertoli em animais selvagens, podem ser valiosos para o
estabelecimento de padrdes fisiologicos com os quais pode-se estabelecer protocolos
em reproducdo assistida. Assim sendo, o objetivo deste estudo foi quantificar o
rendimento intrinseco do processo espermatogénico, bem como o indice de células
de Sertoli e reserva espermatica testicular, através da avaliagdo histologica de
fragmentos obtidos por bidpsia testicular, de ledes africanos adultos mantidos em

cativeiro.

2. Material e métodos

Foram utilizados fragmentos testiculares de cinco ledes africanos adultos,
provenientes de parques zooldgicos nos estados de Sao Paulo e Minas Gerais. Estes
animais foram contidos ¢ mantidos em anestesia geral utilizando-se a associagdo
tiletamina/zolazepan na dose de 10 mg/Kg. Ambos os testiculos foram mensurados
quanto a largura, espessura e comprimento, com paquimetro digital e a determinacao
do volume testicular foi realizada utilizando-se a formula 4/31 ABC, onde A=
metade da largura, B= metade da espessura ¢ C metade do comprimento (Moreira,
1995). Como as mensuragdes foram realizadas percutaneamente, a espessura da pele

escrotal foi também mensurada e descontada das dimensdes testiculares. O volume
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testicular foi diretamente convertido em gramas, visto que a densidade volumétrica
do testiculo de mamiferos ¢ muito préxima de 1 (Johnson et al., 1981; Paula, 1999).
A albuginea e o mediastino testiculares foram estimados em 18% da massa testicular
(Godinho, 1999; Bittencourt et al., 2004; Mascarenhas et al., 2005; Azevedo et al.,
2005; Guido Leite et al., 2006). Assim, para o calculo do peso do parénquima
testicular este valor foi descontado do volume total dos testiculos.

Apos tricotomia e anti-sepsia local, a pele do escroto foi incisada e, com o
uso de um bisturi circular de 4 mm de diametro, foi obtido um fragmento da regido
média do testiculo direito ou esquerdo. Este fragmento foi imediatamente fixado em
solugio de aldeido glutarico (Merck®™) 4% em tampio fosfato 0,1mol L™ pH 7.4 a
temperatura ambiente, por no minimo duas horas, sendo posteriormente armazenado
sob refrigeracdo no mesmo tampao. A lesdo foi suturada em planos distintos com fio
sintético absorvivel, sendo na pele utilizada sutura intradérmica com extremidades
embutidas. Cada animal recebeu agentes antibioticos e antiflogisticos como terapia
preventiva e foi clinicamente acompanhado até o seu pleno restabelecimento.

Os procedimentos adotados na metodologia deste estudo, no que se refere ao
bem estar dos animais envolvidos, estdo de acordo com Processo N° 27/2005,
aprovado pela Comissdo de Etica do Departamento de Veterinaria da Universidade
Federal de Vigosa em 01/04/2005.

Para estudos em microscopia de luz, os fragmentos foram desidratados em
séries de concentragdes crescentes de alcoois (70°, 80°, 90° ¢ 100° GL) e incluidos
em resina plastica a base de glicol metacrilato. Foram obtidos tantos cortes
histologicos quanto possivel, de modo seqiiencial, por meio de micrétomo rotativo
dotado de navalha de vidro, com quatro um de espessura, os quais foram corados
com solugdo de azul de toluidina / borato de so6dio 1%.

Em dez secgoes transversais de tubulos seminiferos no estadio um do ciclo do
epitélio seminifero, segundo o método da morfologia tubular (Berndtson, 1977),
foram quantificadas as populagdes de: espermatogdnias do tipo A (SPTG A),
espermatocitos primdrios em pré-leptoteno (PL), espermatdcitos primarios em
paquiteno (PQ), espermatides arredondas (AR) e células de Sertoli (S). Devido a
variagdes no tamanho dos varios tipos de células, as populagdes celulares obtidas
foram corrigidas numericamente. Para tal considerou-se a espessura do corte € o
diametro nuclear ou nucleolar (no caso das células de Sertoli) utilizando-se para isto,

a formula de Abercrombie (1946), modificada por Amann (1970). A partir destas
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populagdes determinou-se: o coeficiente de eficiéncia de mitoses espermatogoniais
(PQ/SPTG A); o rendimento meidtico da espermatogénese (AR/PQ); o rendimento
geral da espermatogénese (AR/SPTG A); o indice de células de Sertoli por total de
células espermatogéncias ((SPTG A + PL + PQ + AR)/ S ); o indice de célula de
Sertoli por espermatide arredondada (AR/S).

Assumindo-se que a perda na espermiogénese ndo ¢ significativa (Johnson et
al., 2000), a reserva espermatica do testiculo (RET) foi calculada com base na
populacdo de espermatides arredondadas, adaptando-se a formula descrita por
Amann (1970) e Berndtson (1977), na qual RET= (AR x % tabulo seminifero x
volume total do parénquima testicular)/(area da seccdao transversal do tubulo
seminifero x espessura do corte x 100). Para o célculo da é4rea da sec¢do transversal
do tibulo utilizou-se a formula r* onde r representa o raio do tibulo obtido a partir
da mensuragdo do didmetro médio dos tubulos, calculado por meio de ocular
micrométrica em 20 secgoes transversais de tubulos seminiferos, os mais circulares
possiveis, em cada animal. O volume do tibulo seminifero no parénquima testicular
foi determinado com auxilio de ocular integradora dotada de 100 pontos em aumento
de 400 vezes. Para isto foi feita a contagem dos tibulos seminiferos correspondentes
aos pontos em dez campos, aleatoriamente distribuidos para cada animal.

Os dados foram analisados estatisticamente quanto a média, desvio padrao e,
em alguns casos, quanto ao coeficiente de variacdo, utilizando-se para isto o

programa SAEG (Sistema para Analise Estatistica e Genética, 2001).

3. Resultados

Em cada seccao transversal do tubulo seminifero de ledes africanos no estadio
I, foram observadas em média 1,51 espermatogdnias do tipo A, 15,6 espermatocitos
primarios em pré-leptdteno, 12,4 espermatdcitos primarios em paquiteno, 33,5
espermatides arredondadas e 4,3 células de Sertoli (Tabela 1). Através de inferéncias
nestas populagdes, foi observado que, em média, 10,3 espermatodcitos primarios em
pré-leptdteno sdo produzidos por espermatogdnias do tipo A. Durante a profase
meidtica, foi observada perda de 20,5 % visto a redugdo populacional dos
espermatocitos em paquiteno em relagdo a populacdo de espermatocitos primarios
em pré-leptoteno. Apenas 2,7 espermatides foram computadas em relagao ao nimero
de espermatocitos primarios em paquiteno, gerando perda média de 33 % no

rendimento meidtico. O rendimento geral da espermatogénese foi de 22,1 células,
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significando que 22,1 espermatides arredondadas foram produzidas a partir de cada
espermatogonia A (Tabela 2).

Cada célula de Sertoli foi capaz de sustentar e manter 14,9 células da
linhagem germinativa, das quais 7,9 eram espermatides arredondadas. Ledes
africanos apresentaram reserva espermatica média de 1.341,66 x 10° espermatides
arredondadas em ambos os testiculos, a cada ciclo do epitélio seminifero, o que

correspondeu 4 média de 103,8 x 10° células por grama de testiculo (Tabela 3).

4. Discussao

Em estudos relativos a fisiologia testicular, os volumes da albuginea e do
mediastino sdo desconsiderados da massa gonadal para a confeccdo do calculo do
parénquima testicular, uma vez que ndo participam diretamente da funcdo
espermatogénica ou androgénica (Johnson et al., 1981). Na maioria das espécies
domésticas, a propor¢ao volumétrica da albuginea e mediastino testiculares ¢ em
torno de 10% (Frangca e Russell, 1998). No entanto, dados em carnivoros
demonstraram serem estas estruturas mais abundantes. Assim sendo, Godinho (1999)
observou no gato doméstico valores proximos a 18%, Mascarenhas et al. (2005)
descrevem valores similares para o cdo, assim como Bittencourt et al. (2004) em
lobos guards e Azevedo et al. (2005) em oncas pintadas. Desta forma, para a
estimativa da massa do parénquima testicular em ledes africanos, foram considerados
18% do peso testicular alocados em albuginea e mediastino.

A fase proliferativa da espermatogénese ¢ determinante para o nimero de
espermatocitos primdrios disponibilizados a profase meiodtica. Durante esta fase, um
nimero variado e espécie especifico de geracdes de espermatogdnias ¢ observado. O
rendimento destas mitoses espermatogoniais ¢ variavel, observando-se grande perda
celular (65 a 75%) (Frangca e Russell, 1998). A capacidade suporte da célula de
Sertoli em cada espécie ¢ o fator decisorio para a populagdo inicial de espermatocitos
primarios (Sharpe, 1994). Em ledes africanos, cerca de 10,3 espermatdcitos
primarios em pré-leptéteno sdo produzidos a cada espermatogonia do tipo A, valor
este, abaixo da faixa observada para a maioria dos animais domésticos que ¢ de 14,6
a 24,8 (Franca e Russell, 1998), sendo porém superior ao observado para a onca
parda (7,7/ Guido Leite & Paula, 2003), onca pintada (9,2/ Azevedo et al., 2005) e
para o gato doméstico (8,4/ Godinho, 1999).
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Na fase meiotica da espermatogénese ocorre a recombinacao do material
genético, que ¢ dividido em cada célula durante as duas divisdes meidticas.
Caracteristicamente observa-se uma longa préfase meidtica, seguida por duas rapidas
divisdes, resultando na producdo de quatro espermatides hapldides (Russell et al.,
1990). Nenhuma perda significativa ¢ observada durante a profase meidtica nos
mamiferos domésticos (Franga e Russell, 1998), mas, em ledes africanos foi
observada perda de aproximadamente 20,5% entre as populagdes de espermatdcitos
primarios em pré-leptoteno e em paquiteno. Normalmente, ¢ durante as duas divisdes
meidticas que ocorrem numericamente as maiores perdas celulares na maioria dos
mamiferos (Roosen-Runge, 1973, Franca e Russell, 1998; Franca et al., 1999). A
maior parte dos pesquisadores cita que as apoptoses que ocorrem na meiose fazem
parte do mecanismo de eliminagdo de células com cromossomos anormais (Roosen-
Runge, 1973; Sharpe, 1994). De forma geral nos mamiferos, esta perda ¢ em torno de
25%, ou seja, de cada quatro espermatides arredondadas esperadas, trés sdo formadas
(Franca e Russell, 1998). Em ledes africanos 2,7 espermatides sdo produzidas no
processo meidtico, computando assim uma perda aproximada de 33% no numero
teoricamente esperado, proxima a observada no gato doméstico (30%, Godinho,
1999) e superior a onga parda (25%, Guido Leite & Paula, 2003) e a onca pintada
(20%, Azevedo et al., 2005).

O rendimento geral da espermatogénese ¢ a mensuracdo da eficiéncia do
processo espermatogénico como um todo, sua confiabilidade, como indice de
avaliacdo da producdo de espermatozodides, ¢ embasada no fato de que as perdas
durante o processo espermiogénico sdo consideradas pequenas e ndo significativas
(Amann, 1970; Berndtson, 1977; Russell e Peterson, 1984; Johnson et al., 2000). Nos
ledes africanos adultos estudados, cerca de 22 espermatides sdo produzidas durante o
processo espermatogénico, rendimento este, muito proximo ao observado na onga
parda (22,7/ Guido Leite et al., 2006) e onga pintada (23,4/ Azevedo et al., 2005),
estando acima do observado para o gato doméstico (16,3/ Godinho, 1999), porém
muito abaixo em relacdo a maioria dos animais domésticos (37,4 a 74,2/ Franca e
Russell, 1998).

As interacles entre a célula de Sertoli e as células germinativas sdo de
fundamental importancia para a manutengdo da produg¢do espermdtica normal
(Griswold, 1995). A célula de Sertoli desempenha fungdes primordiais na

morfofisiologia da espermatogénese, desde a sustentacdo fisica das células
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germinativas, até a producdo de inumeros fatores pardcrinos/autdcrinos que
cadenciam a producdo espermatica. Desta forma, o nimero de células de Sertoli por
testiculo ¢ o principal fator na determinacdo da producdo espermatica e no tamanho
do testiculo (Franca et al., 1995). A célula de Sertoli possui capacidade de suporte de
células germinativas relativamente fixa em cada espécie e, como a sua populagcdo nao
aumenta apds a puberdade e ao longo dos diferentes estadios do ciclo do epitélio
seminifero, serve como parametro para se quantificar e avaliar funcionalmente o
processo espermatogénico de uma dada espécie (Steinberger e Steinberger, 1971;
Orth, 1982; Russell e Peterson, 1984; Orth et al., 1988; Franca ¢ Russell, 1998;
Franca et al., 1999).

Em ledes africanos, cada célula de Sertoli suporta, em média, 14,9 células
espermatogénicas, valor este acima dos observados para onga parda (12,5/ Guido
Leite & Paula, 2003) e gato doméstico (9,8/ Godinho, 1999), mas inferior aquele
descrito para a onga pintada (19,2/ Azevedo et al., 2005). Quanto a capacidade das
células de Sertoli em suportar especificamente espermatides arredondadas, o ledo
africano adulto é capaz de manter cerca de 7,9 células, valor proximo a média
descrita para as espécies domésticas (Franca e Russell, 1998), sendo superior ao
descrito para a onga parda (7,3/ Guido Leite & Paula, 2003) e principalmente para o
gato doméstico (5,1/ Godinho, 1999), mas inferior ao registrado em ongas pintadas
(11/ Azevedo et al., 2005). Em todos os mamiferos investigados, somente 15 a 50%
dos espermatozdides teoricamente esperados sdo produzidos (Huckins, 1978; Castro
et al., 1997; Franca & Russell, 1998; Swerdloff et al., 1998). Isto provavelmente ¢
decorrente da degenera¢do densidade-dependente, na qual apoptose ¢ o mecanismo
homeostatico utilizado para limitar as células germinativas em um niimero que possa
ser suportado pelas células de Sertoli disponiveis, sendo as perdas celulares um
componente integrante do processo espermatogénico (Huckins, 1978; De Rooij e
Janssen, 1987; De Rooij e Lok, 1987; Sharpe, 1994; De Rooij, 1998; Santos, 1999).

A reserva espermatica testicular quantifica o numero potencial de
espermatozdides em producdo no testiculo ou por grama de testiculo, a cada ciclo do
epitélio seminifero de uma dada espécie (Amann e Lambiase, 1969; Berndtson,
1977). Em ledes africanos adultos de cativeiro, observou-se expressiva variacao
quanto a reserva espermatica total (cv = 43,1) (Tabela 3), refletindo a amplitude
também observada para o volume total dos testiculos e respectivos parénquimas

testiculares. J4 a reserva espermdtica por grama de testiculo, apresentou
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comportamento bastante homogéneo entre os animais estudados (cv = 5,3) (Tabela
3). O valor médio observado neste pardmetro para o ledo africano (103,8 x 10% ¢é
inferior ao encontrado para onga parda (268,0 x 10% Guido Leite & Paula, 2003),
onca pintada (165,9 x 10° Azevedo et al., 2005) e gato doméstico (157 x 10%
Godinho, 1999) estando porém, abaixo da amplitude observada nos animais
domésticos de 120 a 260 x 10° (Franca e Russell, 1998). Embora comparagdes
quanto a reserva espermatica testicular por grama de testiculo sejam extremamente
validas em avaliagdes interespecificas, ¢ necessario ter em mente que este parametro
¢ relativo a duracdo de um ciclo do epitélio seminifero, que por sua vez, ¢ uma
constante biologica espécie-especifica (Ortavant et al., 1977; Amann e Schanbacher,

1983).

5. Conclusdes

Em ledes africanos adultos mantidos em condi¢des de cativeiro e utilizados
neste estudo, o rendimento meidtico correspondeu em média a 2,7 células; o
rendimento geral da espermatogénese foi de 22,1 células. Cada célula de Sertoli em
ledes foi capaz manter 14,9 células da linhagem germinativa, das quais 7,9 sdo
espermatides arredondadas. A reserva espermatica por grama de testiculo, nestes

animais, foi em média, de 103 milhdes de espermatozodides.
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Tabela 1. Populagdo celular corrigida, por sec¢do transversal de tibulo no
estadio 1 do ciclo do epitélio seminifero de ledes africanos adultos
mantidos em cativeiro. Espermatogonia do tipo A (SPTA),
espermatocito primario em pré-leptoteno (PL), espermatdcito

primario em paquiteno (PQ), espermatide arredondada (AR) e célula

de Sertoli (S).

Animal SPTG A PL PQ AR S

1 1,59 15,03 11,84 34,77 3,81

2 1,43 12,59 10,89 32,27 3,57

3 1,51 13,80 11,36 33,52 3,69

4 1,62 17,82 13,53 32,58 5,54

5 1,43 19,17 14,80 34,72 5,13

Média + d.p. 1,51£0,09  1568+275 1248+1,63  3357+1,16 435+091

CV (%) 5,96 17,54 13,06 3,45 20,92
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Tabela 2. Rendimento intrinseco da espermatogénese e indice de células de
Sertoli de ledes africanos adultos mantidos em cativeiro. Coeficiente de
eficiéncia de mitoses espermatogoniais (CEME), rendimento meiotico
(RM), rendimento geral da espermatogénese (RGE), indice de célula de
Sertoli por total de células espermatogénicas (ICS/Total) e indice de

célula de Sertoli por espermatides arredondadas (ICS/AR)

Animal CEME RM RGE ICS/ Total ICS/ AR
1 9,42 2,93 21,85 16,56 9,11
2 8,77 2,96 22,48 16,02 9,04
3 9,09 2,94 22,16 16,29 9,07
4 10,94 2,40 20,02 11,82 5,87
5 13,40 2,34 24,27 13,65 6,76
Média * d.p. 10,32+1,91  2,71+0,31 22,16 1,52 1486+2,06  7,97+1,54
CV (%) 18,50 11,44 6,86 13,86 19,32
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Tabela 3. Area da secgio transversal do tibulo seminifero (ASTTS), proporgdo

volumétrica do tabulo seminifero (PVTS), volume total de ambos os

testiculos (VTAT), volume do parénquima testicular (VPT), reserva

espermadtica testicular total por ciclo do epitélio seminifero (RETT) e

reserva espermatica testicular por ciclo do epitélio seminifero por grama

de testiculo (RET/g) em ledes africanos adultos mantidos em cativeiro

ASTTS PVTS VTAT VPT RETT RET/g
Animal
(cm?) (x10%) (%) () (ml) (AR) (10  (AR/g) (10°)
1 2,53 74,3 19,99 16,38 942,15 105,15
2 2,48 72,4 48,41 39,68 2055,56 98,95
3 2,55 79,9 14,41 21,77 637,63 107,45
4 2,57 75,9 27,95 22,92 1312,3 97,17
5 2,49 75,6 27,52 22,57 1760,7 110,28
Médiatdp.  2,52+0,03 75,62+£2,76 27,66+12,90 24,66+8,.80 1341,66+579,08 103,80+5,5
CV (%) 1,19 3,65 46,60 35,68 43,10 5,30
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ARTIGO Il

Organizacao e quantificacdo dos elementos do espaco intertubular
do testiculo de leGes africanos (Panthera leo, Linnaeus, 1758)
adultos, mantidos em cativeiro

RESUMO

As células de Leydig, representando a por¢do enddcrina produtora de testosterona do
testiculo dos mamiferos, juntamente com células do tecido conjuntivo, os leucdcitos, 0s
vasos sanguineos e linfaticos, formam o espago intertubular ou tecido intersticial testicular.
O arranjo e abundancia destes componentes formam mecanismos que mantém o nivel de
testosterona, principal produto das células de Leydig, maior no fluido intersticial que nos
vasos sanglineos testiculares e sangue periférico. A testosterona é importante nos aspectos
comportamentais da reproducdo, sendo que dentre as espécies felinas, o ledo apresenta
marcante comportamento social frente ao processo reprodutivo. Diferencas marcantes sao
observadas entre as espécies animais no que diz respeito a abundancia de células de Leydig,
tecido conjuntivo frouxo, localizagcdo dos vasos intersticiais e suas relaces topograficas
com os tabulos seminiferos. No ledo africano cerca de 16% do parénquima testicular é
ocupado por células de Leydig, 7,1% por tecido conjuntivo e 0,7 % por vasos sanguineos. O
volume médio das células de Leydig e o seu diametro nuclear médio, encontrados no ledo
africano foram, respectivamente, 2.578 xm® e 7,1 um. As células de Leydig ocupam em
média 0,0019% do peso corporal e seu nimero médio por grama de testiculo apresentou-se
superior ao encontrado para a maioria dos mamiferos, ultrapassando os 50 milhdes.

Palavras chaves: células de Leydig, intertibulo, ledo africano, Panthera leo
SUMMARY

The Leydig cells representing the endocrine portion that produces the testosterone
of the mammals’ testis, together with cells of the conjunctive tissue — the leukocytes, the
blood and lymphatic vessels - form the intertubular space or interstitial testis tissue. Both the
arrangement and abundance of these components form mechanisms maintaining a higher
level of testosterone, that is the main product of the Leydig cells, in the interstitial fluid than
in the testis blood vessels and peripheral blood. Testosterone is an important hormone in the
behavioral reproduction aspects; however, among the feline species, the lion presents an
outstanding social behavior in the reproductive process. Remarkable differences are
observed among animal species, relative to the abundance of Leydig cells, feeble
conjunctive tissue, location of the interstitial vases and their topographical relationships
with the seminiferous tubules. In the African lion, approximately 16% of the testis
parenchyma is occupied by Leydig cells, 7.1% by conjunctive tissue, and 0.7% by blood
vessels. The average volume of the Leydig cells and their average nucleus diameter in the
African lion were 2.578 xm® and 7.1 um, respectively. The Leydig cells occupy about
0.0019% of the body weight, and their average number by each testis gram was superior to
that found for most mammals, as surpassing 50 million.

Keywords: Leydig cells, intertubule, African lion, Panthera leo

1. INTRODUCAO

O ledo (Panthera leo) ¢ o segundo maior felino do mundo, podendo atingir até 230
kg, sendo menor apenas que o tigre (Panthera tigris). Diferente da maioria dos gatos, o ledo
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possui habitos gregarios formando grupos de até 30 animais. As fémeas sdo encarregadas da
alimentacdo e cuidados da prole, enquanto um ou dois machos dominantes se
responsabilizam pela protecdo do grupo. Esse felino possui pelame curto e cauda longa com
um topete preto ao final. Sdo sexualmente dimorficos, visto que somente os machos possuem
jubas, além de maior altura e maior peso que as fémeas (Estes, 1993; Alden et al., 1998).

Os ledes africanos foram exterminados em alguns paises, permanecendo hoje nesse
continente somente em parques nacionais (Alden et al., 1998; Cat Specialist Group, 2003).
Segundo taxonomistas, existem pelo menos cinco subespécies diferentes de ledes africanos,
sendo cada uma delas identificada pela regido geografica em que ocorre, fato este muito
contestado (Urban & West, 2002). Ledes africanos vivem em planicies ou savanas, onde
constituem o segundo maior grupo predador depois das hienas manchadas (Crocuta crocuta).
Podem ainda viver em areas arborizadas, montanhosas e¢ em habitats semi-desérticos,
necessitando de uma area de 20 a 400 km” para caca (Estes, 1993). Segundo a lista vermelha,
editada pela [UCN (The World Conservation Union), o ledo apresenta-se na categoria de
espécie vulneravel, estando algumas subespécies praticamente extintas (IUCN Red List,
2004). Das mais de 4809 espécies mamiferas ndo domésticas conhecidas atualmente
(Nowak, 1999), pouco se conhece sobre os aspectos basicos de sua biologia reprodutiva,
incluindo fungdo e caracteristicas testiculares. Estas informagdes s3o importantes ndo
somente na adi¢do de conhecimento, mas principalmente devido ao fato de 25% destas
espécies (IUCN Red List, 2004) estarem ameacadas de extin¢do, devido a acdo humana.
Pesquisas combinadas de espermatologia simultaneamente com estudos em endocrinologia,
embriologia e criopreservacdo, podem ser aplicadas com sucesso na reproducdo assistida
(Wildt et al., 1995).

O testiculo dos mamiferos pode ser dividido funcionalmente em dois
compartimentos basicos: o tubular ou espermatogénico e o intertubular ou androgénico. A
propor¢do entre estes compartimentos ¢ bastante variavel nas diversas espécies animais,
sendo um dos principais fatores responsaveis pela diferenca observada para a eficiéncia na
produgdo espermatica (Russell et al., 1990; Franga & Russell, 1998; Paula et al., 1999).

Representando a por¢do endocrina produtora de testosterona do testiculo dos
mamiferos, as células de Leydig, juntamente com células conjuntivas, vasos sangiiineos e
linfaticos, compdem o espaco intertubular ou tecido intertubular testicular. O arranjo e a
proporcdo destes componentes variam nas diferentes espécies mamiferas, respondendo pela
manuten¢do do nivel testosterona duas a trés vezes maior no fluido intersticial do que nos
vasos sangiiineos testiculares e, de 40 a 250 vezes maior nestes em relacdo ao sangue
periférico (Sharpe, 1994; Hales, 2002). Além da fungdo também moduladora dos caracteres
sexuais secundarios, a testosterona atua diretamente na produgdo espermatica. Estudos
correlacionando estrutura e fungdo das células de Leydig em varias espécies de mamiferos
demonstraram que, variagcdes na secre¢ao 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 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 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). Visto estes aspectos,
diferengcas marcantes sdo observadas entre as espécies animais quanto a abundancia de
células de Leydig, tecido conjuntivo frouxo, localizagdo dos vasos intersticiais e suas
relagdes topograficas com os tibulos seminiferos (Fawcett et al., 1973).

O ledo africano apresenta caracteristicas androgeno dependentes bem distintas aos
demais felinos, tais como: dimorfismo sexual acentuado e aspectos comportamentais Ginicos.
O presente trabalho teve como objetivos a caracterizacdo do intertubulo, o arranjo dos
componentes intersticiais do testiculo dos animais mantidos em condi¢des de cativeiro, assim
como a quantificagdo volumétrica dos diferentes constituintes do espago intertubular e a
determinacdo da populagdo de células de Leydig, por unidade de massa testicular,
relacionando seu volume com a massa corporal.
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2. MATERIAL E METODOS

Foram utilizados fragmentos testiculares obtidos de cinco ledes africanos adultos,
provenientes de parques zooldgicos nos estados de Sao Paulo e Minas Gerais. Estes animais
foram contidos e mantidos em anestesia geral utilizando-se a associagdo tiletamina/zolazepan
na dose de 10 mg/Kg. Ambos os testiculos foram mensurados quanto a largura, espessura e
comprimento, com paquimetro digital e a determinagdo do volume testicular foi realizada
utilizando-se a formula 4/3t ABC, onde A= metade da largura, B= metade da espessura e C
metade do comprimento (Moreira, 1995). Como as mensuragdes foram realizadas
percutaneamente, a espessura da pele foi também 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 de 1 (Johnson et al., 1981;
Paula et al., 1999). A albuginea e o mediastino testiculares foram estimados em 18% da
massa testicular (Godinho, 1999; Bittencourt et al., 2004; Mascarenhas et al., 2005; Azevedo
et al., 2005; Guido Leite et al., 2006). Assim, para o calculo do peso do parénquima
testicular este valor foi descontado do volume total dos testiculos.

Ap0s tricotomia e anti-sepsia local, a pele do escroto foi incisada e, com o uso de um
bisturi circular de 4 mm de diametro, foi obtido um fragmento da regido média do testiculo
direito ou esquerdo, imediatamente fixado em solug@o de aldeido glutarico (Merck) 4% em
tampao cacodilato 0,1mol L™ pH 7,4 & temperatura ambiente, por um minimo de duas horas,
sendo posteriormente armazenado sob refrigeracdo no mesmo tampao. A lesdo foi suturada
em planos distintos com fio sintético absorvivel, sendo na pele utilizada sutura intradérmica
com extremidades embutidas. Cada animal recebeu agentes antibioticos e antiflogisticos
como terapia preventiva e foi clinicamente acompanhado até o seu pleno restabelecimento.
Os procedimentos adotados na metodologia deste estudo, no que se refere ao bem estar dos
animais envolvidos, estdo de acordo com Processo N° 27/2005, aprovado pela Comissdo de
Etica do Departamento de Veterinaria da Universidade Federal de Vigosa em 01/04/2005.

Para estudos em microscopia 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, por meio de micrétomo rotativo dotado de navalha de vidro, com quatro
um de espessura, os quais foram corados com solu¢do de azul de toluidina / borato de sédio
1%. Ao microscopio de luz, os componentes do espaco intertubular foram analisados quanto
a sua morfologia individual e relagdes topograficas com o tubulo seminifero. Com o auxilio
de ocular integradora dotada de 100 pontos em aumento de 400 vezes, foi avaliada a
propor¢ao volumétrica dos constituintes do espago intertubular (nucleo de células de Leydig,
citoplasma de células de Leydig, vasos intersticiais e tecido conjuntivo) e tibulo seminifero
no parénquima testicular, através da contagem destes elementos correspondentes aos pontos
em dez campos, aleatoriamente distribuidos para cada animal. Inferindo-se a estas
proporcdes 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 célculo do
seu volume, através da formula 4/37r’, onde r foi o raio nuclear médio encontrado. Para isto,
20 secgoes transversais de células de Leydig, com os maiores contornos nucleares, foram
medidas em cada animal, utilizando-se de ocular micrométrica. Conhecido o volume do
nucleo e sua proporc¢do 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
seu numero por testiculo e conseqiientemente por grama de testiculo.

3. RESULTADOS
Nos ledes, cerca de 16% do parénquima testicular é ocupado por células de Leydig

(Tabela 1). A propor¢do volumétrica média de tecido conjuntivo do espago intertubular
nestes felinos foi de 7,1% do parénquima testicular (Tabela 1). Quanto a volumetria
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proporcional de vasos sanguineos no parénquima testicular, observou-se no ledo africano
valor médio de 0,7% (Tabela 1).

Tabela 1. Proporg¢des volumétricas do espago intertubular de ledes africanos adultos,
mantidos em cativeiro.

Nucleo de Citoplasma Total de Tecido Vasos
Animal células de de Células de células de conjuntivo sanguineos
Leydig Leydig Leydig
(%) (%)
(%) (%) (%)
1 0,9 17,7 18,6 6,8 0,3
2 1,2 17,1 18,3 8,3 1,0
3 1,3 10,6 11,9 7,1 1,1
4 0,7 16,9 17,6 6,2 0,3
5 0,9 15,4 16,3 7,4 0,7
Média + d.p. 1,0£0,2 15,5+2,8 16,5 +2,7 7,1 £0,7 0,7+0,3
CV (%) 24,0 18,6 16,6 10,8 52,8

O volume médio da célula de Leydig foi de 2578 pum® (Tabela 2), sendo que esta
célula apresentou-se em alguns casos binucleada (Figura 1). O didmetro nuclear médio da
célula de Leydig do ledo foi de 7,1um (Tabela 2). O volume nuclear médio da célula de
Leydig foi de 144,8 pm’ (Tabela 2). O niicleo da célula de Leydig, em ledes africanos,
correspondeu, em média, a 6,4% do volume total da célula de Leydig (Tabela 2).

Tabela 2. Didmetro, volume e percentual celular do nucleo
de células de Leydig e volume médio total da
célula de Leydig de ledes africanos adultos,
mantidos em cativeiro.

Parametro N Média + desvio padrao
Diametro nuclear (um) 5 7,1+0,15
Volume nuclear (um®) 5 144,8 + 92,1
Proporg¢ao nuclear (% da célula) 5 6,4+27
Volume celular (um?®) 5 2578,0 £ 980,5
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Figura 1 - Célula de Leydig no intertubulo de ledo africano
adulto. Azul de toluidina (3.120x).

O volume médio total de células de Leydig em ambos os testiculos de ledes
africanos, foi de 1,8 ml. Nestes felinos, foram observadas a propor¢do volumétrica de células
de Leydig por testiculo, onde a amplitude foi de 11,9 a 18,6% (Tabela 1), com cv = 16,6. No
intuito de se avaliar a variagdo individual destas células nos animais pesquisados, 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. Assim, as células de Leydig ocuparam em média 0,0019% do peso corporal, com
uma amplitude de 0,000772 a 0,002834% (Tabela 3). Entretanto, apesar da grande variag@o
no numero total de células de Leydig em ambos os testiculos, o nimero médio por grama de
testiculo no ledo africano (Tabela 3), apresentou-se mais homogéneo, ultrapassando os 50
milhdes.

Tabela 3. Massa corporal (MC), massa testicular (MT), volume total de células de Leydig em
ambos os testiculos (VTCL), nimero de células de Leydig em ambos os testiculos
(NCL), ntimero de células de Leydig por grama de testiculo (NCL/g) e indice
leydigossomatico (ILS), em ledes africanos adultos.

. MC MT VTCL NCL NCL/g ILS
Animal
(Kg) (2) (ml) (10% (10 (%)
1 188,70 19,99 1,36 490,9 54,7 0,001448
2 220,00 48,41 3,11 1.439,0 69,2 0,002834
3 150,00 14,41 0,58 455,1 76,6 0,000772
4 180,00 27,95 1,95 492,1 36,4 0,002166
5 180,00 27,52 2,14 787,3 493 0,002371
Meédia + d.p. 183,74+ 25,03 27,66 +12,89 1,82+094 732,9+4169 572+159 0,0019 £0,0008
CV (%) 13,6 46,6 51,6 56,8 27,8 42,1
4. DISCUSSAO

Em estudos relativos a fisiologia testicular, os volumes da albuginea e do mediastino
testiculares sdo desconsiderados da massa do testiculo para o calculo do parénquima
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testicular, uma vez que ndo participam diretamente da funcdo espermatogénica ou
androgénica (Johnson et al., 1981). Na maioria das espécies domésticas, a propor¢do
volumétrica da albuginea e mediastino testiculares € geralmente em torno de 10% (Franca &
Russell, 1998). No entanto, Godinho (1999) observou no gato doméstico valores proximos a
18% e Mascarenhas et al. (2005) descreveram valores similares para o cdo, assim como
Bittencourt et al. (2004) para o lobo guara (Chrysocyon brachyurus) e Azevedo et al.(2005)
para onga pintada (Panthera onca). Estes dados apontam que estas estruturas sdo mais
abundantes em carnivoros. Assim, para a estimativa da massa do parénquima testicular em
ledes africanos, foram considerados 18% do peso testicular alocados em albuginea e
mediastino.

De acordo com Russell et al. (1990), o epitélio seminifero compde-se por geragdes
de células germinativas suportadas por células de Sertoli com fungdes na condugdo e
manuten¢do do processo espermatogénico. Os efeitos endocrinos na espermatogénese sao,
em sua maioria, através de ac¢Oes indiretas nas células de Sertoli (Parks et al., 2003). O
perfeito funcionamento da célula de Sertoli depende de intimeras interagdes, enddcrinas,
paracrinas e de relagdes celulares, dentre elas as interagdes fisicas e paracrinas com as
células germinativas (Ye et al., 1993; Boujrad et al., 1995; Cavicchia et al., 1998), células
peritubulares (Dhym, 1994; Parks et al., 2003), destacando-se as células de Leydig (Lejeune
et al., 1998; Mendis-Handagama & Ariyaratne, 2001). Os diferentes arranjos e relagdes
quantitativas entre os componentes do espago intertubular, influenciam diretamente na
espermatogénese, bem como na liberagdo da testosterona, na corrente sangiiinea (Russell,
1996).

Segundo Fawcett et al. (1973), a drenagem linfatica, aliada a quantidade de células
de Leydig e tecido conjuntivo frouxo no espaco 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 e espagos linfaticos interpostos aos tabulos
seminiferos; II) espécies que apresentam grupos de células de Leydig espalhados em
abundante tecido conjuntivo frouxo edemaciado, o qual é drenado por um vaso linfatico
localizado central ou excentricamente no espaco intertubular; e III) 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 fisioldgicas desta variagdo, Fawcett et al., (1973)
especularam que a mesma estd provavelmente relacionada com a habilidade dos vasos
linfaticos de mover, para fora dos testiculos, materiais vascularmente secretados e manter as
concentracdes adequadas de androgenos no testiculo e vasos sangiiineos.

Ledes africanos apresentaram agrupamento de células de Leydig distribuidas em
tecido conjuntivo frouxo edemaciado, o qual apresentou vaso linfatico central no espago
intertubular (Figura 2), em semelhanga ao observado no gato doméstico (Godinho, 1999), na
onga parda (Guido Leite & Paula, 2003) e na onc¢a pintada (Azevedo et al., 2005), os quais
apresentaram o padrao do tipo II na classificacdo de Fawcett et al. (1973), embora variagdes
na proporc¢ao volumétrica dos componentes do espaco intertubular tenham sido observadas
em relagdo aos demais felinos pesquisados. No ledo cerca de 16% do parénquima testicular
foi ocupado por células de Leydig. Ja na onga pintada este valor estd em torno de 13%
(Azevedo et al., 2005), na onga parda, proximo de 8% (Guido Leite & Paula, 2003) e no gato
doméstico 6% (Godinho, 1999). A maior propor¢do de células de Leydig observadas no
Ledo, pode estar relacionada com uma maior dependéncia androgénica para aspectos
comportamentais e fisiologicos. Quanto a proporcao volumétrica média de tecido conjuntivo
do espago intertubular, o ledo apresenta 7,1% do parénquima testicular, enquanto a onga
pintada apresenta 8,3% (Azevedo et al., 2005), a onga parda 9,5% (Guido Leite & Paula,
2003) e o gato doméstico apenas 2,9% (Godinho, 1999). Quanto a volumetria proporcional
de vasos sanguineos no parénquima testicular, todos os felinos estudados apresentaram
valores entre 1,2 e 2,8 % (Godinho, 1999; Guido Leite & Paula, 2003; Azevedo et al., 2005),
observando-se em ledes africanos um valor médio de 0,7% (Tabela 1).
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Figura 2 — Espago intertubular de ledo africano adulto. Azul de
toluidina (200x).

As células de Leydig observadas no testiculo de animais adultos sdo principalmente
originarias 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). No ledo
africano, o volume médio da célula de Leydig foi de 2578 pm’, sendo maior que o relatado
para a onga pintada (2386pum’/ Azevedo et al., 2005) e gato doméstico (2044pm’/ Godinho,
1999). A célula de Leydig do ledo africano apresentou-se binucleada assim como reportado
em humanos e marmotas (Sinha & Seal, 1969; Sinha-Hikim et al., 1991), no entanto, na
maioria das espécies domésticas, estas apresentam-se uninucleadas (Sinha & Seal, 1969;
Russell, 1996). O didmetro nuclear médio da célula de Leydig do ledo foi de 7,1 pm, sendo
proximo ao observado para a onga pintada (7,7um/ Azevedo et al., 2005) e gato doméstico
(7,9um/ Godinho, 1999). O volume nuclear médio da célula de Leydig do ledo africano foi
de 144,8 um’, abaixo da amplitude observada em roedores de laboratério, carneiros e
humanos (Russell, 1996), distante da onga pintada (240pm’/ Azevedo et al., 2005) e gato
doméstico (261pm’/ Godinho, 1999). Na maioria dos animais estudados, o nucleo da célula
de Leydig corresponde de 10 a 19% do volume total da célula de Leydig. No ledo, este
parametro foi em média 6,4%.

A necessidade de testosterona para a producdo espermatica e para manter os niveis
periféricos de andrégenos pode estar relacionada com o tamanho do compartimento de
células de Leydig. Contudo, de acordo com alguns pesquisadores (Fawcett et al., 1973;
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 e feromdnios, ou
substancias com algumas outras fungdes ainda ndo definidas. Vale a pena ressaltar que
inameros fatores podem interferir na quantidade necessaria de células de Leydig por animal,
dentre os quais destacam-se: 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
sangiliineos e fluido seminal; o volume sangiiineo do animal e, finalmente, a taxa de
metabolismo da testosterona (Russell et al., 1994; Russell, 1996).

O volume médio total de células de Leydig em ambos os testiculos de ledes foi de
aproximadamente 1,8 ml. Este pardmetro, como esperado, ¢ altamente variado entre os
individuos (cv = 51,6), visto a variacao individual na massa testicular (cv = 46,6). Grandes
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variagOes individuais na propor¢do volumétrica de células de Leydig, também sao relatadas
em varias espécies espécies domésticas e selvagens (Paula et al., 1999; Godinho, 1999;
Guido Leite & Paula, 2003; Bittencourt et al., 2004; Azevedo et al., 2005). No intuito de se
avaliar a variagdo individual destas células, inferiu-se a massa corporal a proporgao
volumétrica de células de Leydig, obtendo-se o indice Leydigossomatico, que representa o
percentual da massa corporal alocada em células de Leydig. Nos ledes, as células de Leydig
ocupam em média 0,0019% do peso corporal (Tabela 3), valor este proximo ao relatado para
a onga parda (0,002; Guido Leite & Paula, 2003) e menor ao descrito para a onga pintada
(0,0036; Azevedo et al., 2005). Apesar da grande variagdo no ntimero total de células de
Leydig em ambos os testiculos, o niimero médio por grama de testiculo no ledo africano
(Tabela 3), apresentou-se mais homogéneo, sendo superior aos 20 a 40 milhdes descritos
para a maioria dos mamiferos, ultrapassando os 50 milhdes. (Russell, 1996).

5. CONCLUSOES

Nos ledes africanos adultos mantidos em condi¢des de cativeiro, utilizados neste
estudo, cerca de 16% do parénquima testicular ¢ ocupado pelas células de Leydig, 7,1% por
tecido conjuntivo e 0,7% por vasos sanguineos. O volume médio e o didmetro nuclear dessas
células foram, respectivamente, 2578 pm’ e 7,1 um. O indice leydigossomatico nestes
animais foi de 0,0019% e o nimero médio de células de Leydig por grama de testiculo
correspondeu, em média a 57 milhdes.
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CONCLUSOES GERAIS

Com base nos dados obtidos € possivel concluir que para o ledo

africano adulto, mantido em cativeiro:

1. O indice gonadossomaético é 0,015%.

2. O volume médio de tabulos seminiferos por testiculo foi de 16,9 ml,
0 que representou 75,6% do parénquima testicular.

3. Em relagédo a massa corporal, 0,009% desta é alocada em tabulos
seminiferos, ou seja, o indice tubulossomatico.

4. Os animais estudados apresentaram 12,4 metros de tubulos
seminiferos por grama de testiculo, dentro da média de 10 a 15
metros observados para a maioria dos animais domésticos.

5. As células de Leydig isoladamente correspondem a 16% do
parénquima testicular, sendo o indice leydigossomatico 0,0019%.

6. O namero de células de Leydig por grama de testiculo, foi superior
ao de outros grandes felinos ja estudados.

7. O espaco intertubular foi caracterizado como sendo do tipo 1.

8. O diametro tubular e a altura do epitélio seminifero foram em média
252, 7 um e 93,2 um, respectivamente.

9. O rendimento meidtico foi de 2,7 células, o que equivale a perda de
33% no processo meidtico; 10,3 espermatdcitos primarios sao
produzidos a partir de uma espermatogbnia do tipo A e o
rendimento geral da espermatogénese foi de 22,1 células.

10. Cada célula de Sertoli é capaz de sustentar 14,9 células
germinativas, das quais 7,9 sdo espermatides arredondadas.

11. A reserva espermatica testicular por grama de testiculo foi de

cerca de 103 milhdes de espermatozoides.
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