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RESUMO

O processo espermatogénico em caprinos com edupatdido foi avaliado por meio da anélise
morfologica, histométrica e ultraestrutural do itedb, comparando com aqueles caprinos de
escroto ndo bipartido, a fim de caracterizar petsifluéncia da biparticdo escrotal sobre o
potencial reprodutivo desses animais. Foram utibzal8 caprinos com idade entre 1 e 1,5
anos, divididos em trés grupos de seis animaisnskega configuracdo escrotal: Grupo |,
caprinos com escroto nao bipartido; Grupo Il, cagsicom escroto bipartido em até 50 % do
comprimento testicular; Grupo lll, caprinos com asigdo escrotal superior a 50 % do
comprimento testicular. Apdés a colheita, os tekikcuforam processados com técnica
histol6gica para microscopia de luz e microscopetr@ica de varredura. No epitélio
seminifero foram caracterizados os estadios do dizlepitélio seminifero, a freqiiéncia relativa
desses estadios, a proporcao volumétrica dos cimpatos tubular e intersticial, diametro dos
tubulos seminiferos, altura do epitélio seminiferdmero de células germinativas e de Sertoli
por seccao transversal de tubulos, nimero toteéligas de Sertoli e de Leydig e estimativa de
producdo espermatica diaria dos caprinos. Com aosugpia eletrébnica de varredura foi
realizado estudo comparativo dos processos dadasétle Sertoli nos diferentes grupos
pesquisados. A estatistica consistiu da analiseadancia com teste Student-Newman-Keuls e
do calculo do coeficiente de correlacdo de Peamnbps a 5 % de significancia. O niamero de
células germinativas e de Sertoli foi superior caygrinos com maior nivel de biparticdo escrotal
e a razao entre essas células permitiu a deteréardg rendimento geral da espermatogénese e
do indice de células de Seroli que foram maioresaayrupo de animais. Os valores da
densidade de volume e altura do epitélio seminifmmprimento total dos tubulos seminiferos,
namero de células de Sertoli e Leydig, e produggmerendtica diaria foram superiores nos
caprinos do grupo Il guando comparados com os @sidos grupos | e Il. Os estadios do ciclo
do epitélio seminifero ndo diferiram entre os gaipe caprinos pesquisados. Com relacdo a
ultraestrutura das células de Sertoli, identifiseugue, independentemente do grupo de caprinos
pesquisados, 0s processos emergentes dessas séhlulds dois tipos, em forma de camadas e
em forma de finas cordas. Os caprinos com escripgartlllo apresentam maior potencial
reprodutivo quando comparados agueles que nao qrassgsa caracteristica, pois aspectos
ligados a histometria e morfometria dos elementesticdulares direcionam para maior
capacidade de producédo de células germinativapgrte desses animais.

Palavras-chave:caprino; espermatogénese; testiculo; células deliSeiparticdo escrotal
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ABSTRACT

REPRODUCTIVE POTENTIAL IN CAPRINES WITH BIPARTITE S CROTUM:
EVALUATION OF THE SPERMATOGENIC PROCESS IN ANIMALS RAISED IN
THE PIAUI STATE, BRAZIL

The spermatogenic process in caprine with bipasiii®tum was evaluated using the testicle
morphometric, histometric and ultrastructural tegbes, comparing with caprine without
scrotal bipartition. Eighteen male age at matingewesed to accesses the reproductive potential
of caprines with bipartite scrotum. These animatsenarranged into three groups (6 animals
each) according the scrotal configuration: capriwgbsout scrotal bipartition (Group 1), caprine
with 50% of scrotal bipartition (Group Il), and caype with more than 50% of scrotal bipartition
throughout its length (Group I1ll). Fragments oftides were embedded in paraffin; dn
sections were obtained and then submitted to reyshnotocol for light and scanning electron
microscopy. Seminiferous epithelium was charaoteriby a stage of seminiferous epithelium
cycle, relative frequencies of this stage, volumetatio of the tubular and intertubular
compartments, tubular diameter, seminiferous efiitime height, total number of cells (germ
cells, Sertoli cells and Leydig cells), and daippesn production of caprines. In the scanning
electron microscopy was possible identified evadabhe Sertoli cells processes from testicles
in the different groups of the caprines. Thus, wsialof variance was performed to determine
whether group differences existed, followed by $tnieNewman-Keuls test for average
comparison, as well as, Pearson’s correlation mefit (p<0.05). The number of germ cells
and Sertoli cells were superior in the caprinethefgroup Il and the reason among those cells
allowed to determine that the general spermatogegedd and the Sertoli cell index was larger
in testicles of animals with higher level of scitdbgartition. This group of caprines presented
morphometrical paramiters (volume density and sderous epithelium height, the
seminiferous tubule length, number of Sertoli amydig cells, daily sperm production) higher
than observed for the animals composing the grbapsl 1. No differentiation in seminiferous
epithelium was observed in the stages of seminiempithelium cycle among the groups of
caprines evaluated. Independently of the groupapiines in this study, the ultrastructural
aspect of the Sertoli cell processes was classifigd two types: sheet-like processes and
slender cord-like processes. It is possible to leai® that caprines with bipartite scrotum
presenting higher reproductive potential, when camag with caprines without scrotum
bipartition, probably because the larger histometmgl morphometry of testicular elements,
reflecting the larger capacity for production ofrgecells.

Key-words: caprine, spermatogenesis, testicle; Sertoli bedkrtite scrotum
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INTRODUCAO

O Nordeste Brasileiro tem um efetivo de caprinos garresponde a 93 % do rebanho
nacional, aproximadamente dez milhdes de animaigjcso Estado do Piaui o segundo maior
produtor em termos quantitativos (IBGE, 2004; SUAS®\, 2009). A Regido Nordeste tem se
destacado por apresentar boas condi¢cdes para aragd de ruminantes domeésticos, em
especial caprinos e ovinos, em funcdo de possua vegetacdo natural capaz de manter a
sobrevivéncia desses animais. No entanto, apefsds dos animais demonstrarem um potencial
produtivo ao longo do ano, ndo garante uma prodgg&ocatenda as exigéncias de um mercado
moderno e cada vez mais exigente. Sabe-se, quatesspieries climaticas sdo as principais
ameacas ao desenvolvimento da caprinocultura eoawituira no Nordeste Brasileiro,
necessitando-se, assim, de mais estudos para ip@ssibm aumento da producdo desses
animais sob essas condi¢des (LEITE; SIMPLICIO, 2009

O mecanismo de evolucdo de uma espécie caracseribasicamente por mudancas na
freqiéncia de ocorréncia de determinados genesesposta a uma mutacdo, selecdo natural,
isolamento geogréafico ou reprodutivo, adversidad@séaticas dentre outras. Diante dessas
situacdes, determinados genes, até entdo quiesceoteorganismo, podem ser ativados,
desencadeando nos animais, o0 aparecimento de gileptanorfologicas (LINHARES;
GEWANDSZAJDER, 1997). Em caprinos, essa expreséaxg se torna bem evidente quando
€ observada uma caracteristica escrotal diferemcisdrgida a partir de provavel acdo do
ambiente sobre esses animais. Segundo dados iddulite essa caracteristica denominada de
biparticdo escrotal ou escroto bipartido, foi catela primeiramente, em caprinos do leste da
Africa por Robertshaw (1982) e, posteriormente,ammais da regido Nordeste do Brasil por
Nunes et al. (1983).

A biparticdo escrotal aumenta a superficie doodés@m contato com o meio ambiente.
Este fato aumenta a dissipacdo de calor, 0 que fwovdeontribuido para melhoria de alguns
parametros reprodutivos tais como, biometria esaesticular (ALMEIDA, 2003; MACHADO
JUNIOR, 2006) e qualidade de sémen (NUNES et @B31SILVA et al., 1986; ALMEIDA,
2003) que se mostram superiores em caprinos coratedupartido quando comparados com
agueles que néo apresentam essa caracteristica.

Os testiculos, orgdos com funcdes exdcrinas e endécna maioria dos mamiferos se

situam permanentemente no interior ekrroto, envolvidos intimamente por uma capsula, a
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tunica albuginea (KONIG; LIEBICH, 2002), que enwaptos, com quantidade variavel de
tecido conjuntivo, para o interior dos testiculos/idindo-os em |6bulos testiculares
(GARTNER; HIATT, 1993; DYCE et al., 2004).

Segundo Merchant-Larios; Moreno-Mendoza (1998) arépquima testicular dos
mamiferos encontra-se dividido em dois compartiognim extratubular ou intersticial e outro
tubular. O compartimento intersticial € formadoagetélulas de Leydig, vasos sanguineos e
linfaticos, nervos, fibroblastos, macrofagos e Watts, distribuidos pelo tecido intersticial,
engquanto o compartimento tubular € formado pelbalt$ seminiferos, constituidos por tunica
propria, epitélio seminifero e lumen tubular (JUNE)RA; CARNEIRO, 2004). A tdnica
prépria reveste o tubulo externamente, sendo compms células midides ou peritubulares e
uma matriz extracelular; o limen tubular encon&rggeeenchido pelos espermatozdéides recém
espermiados e por fluido, secretado pelas céld@aedtoli; e o epitélio seminifero, formado por
células germinativas e de Sertoli (KARL; CAPEL, 899

As células de Sertoli, segundo informagfes de &akehior; Bacha (2003), formam a
membrana basal que da suporte estrutural parapigpréelula de Sertoli e para as células
germinativas localizadas no epitélio seminifero. jdscdes de oclusdo que ocorrem entre as
células de Sertoli dividem o epitélio seminifero dumis compartimentos, um basal onde se
encontram as espermatogonias e 0s espermatodittdips em fase inicial de desenvolvimento
(pré-leptéteno e leptéteno) e o compartimento aoiahonde se localizam os espermatdcitos
primarios a partir de zigéteno, espermatocitos rsg@rios e espermatides (SHARPE, 1994).

Durante o ciclo do epitélio seminifero as células SErtoli apresentam consideravel
variacdo na sua forma e estrutura, demonstrandaltongrau de plasticidade, notado por meio
de alteracbes morfoldgicas e funcionais que ocorrasncélulas germinativas (FRANCA et al.,
1993; YE et al., 1993).

Para Russell; Griswold (1993), as células de Hedttm de constituirem a barreira
hematotesticular e fixar as células germinativasethpenham outras fungées como: progressao
das células do epitélio seminifero em direcdo awmeh liberacdo dos espermatozoides;
fagocitose de células germinativas degeneradas rposoresiduais do citoplasma das
espermatides maduras; e secrecdo de fluidos eqastpara nutrir as células germinativas em
desenvolvimento.

Vogl et al. (1985) citam que as células de Sedptesentam forma colunar, estendendo-
se, centripetamente, desde a lamina basal até enlalm tibulo seminifero. O contorno lateral

dessas células apresenta numerosos processosrelalarecessos que fixam as células
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germinativas, parcial ou inteiramente no seu iaterpossibilitando seu desenvolvimento e
diferenciacéo até a liberacdo dos espermatozdBiesAl et al., 1988).

Esses processos celulares foram descritos apsesentiferentes formas, como cunha,
copo, dispostos em varias camadas, forma de baktdgado ou finas cordas. Em caprinos
Shiba esses processos apresentam aspecto delgadficante ou de anel sendo que essas
formas variam de acordo com a por¢céao do tubulordéand na qual as células de Sertoli séo
encontradas (KUROHMARU; NISHIDA, 1987). Know et §2002) relatam que em caprinos
nativos da Koreia os processos celulares apreseftianma de finas cordas ou encontram-se
organizados em camadas, sendo que de acordo case ald espematogénese, podem sofrer
metamorfose adquirindo forma de folha, bastdo @l an

As células de Leydig sdo importantes para a p@ualde esteroides que ocorre sob acao
do hormonio luteinizante (LH) em receptores da maméd plasmatica dessas células (BARDIN,
1996). Nos testiculos os receptores para androgsfmsencontrados nas células de Sertoli,
células midides e células musculares lisas dos\@¢OU et al., 2002).

O principal andrégeno sintetizado pelas células elglig é a testosterona, responsavel
pela diferenciacdo do sistema reprodutor mascupety aparecimento dos caracteres sexuais
secundérios e pela manutencdo quantitativa da regpmgénese a partir da puberdade
(SHARPE, 1994; PELLINIEMI et al., 1996).

De acordo com Franca; Russell (1998), o principahstituinte do compartimento
intersticial, nos mamiferos, € a célula de Leygigrém ndo se sabe a razdo pela qual &
observada grande variacdo na populacdo dessa o@lslldiferentes animais. Essa variagdo €
importante quando se busca quantificar os niveigedeosterona plasmatica, pois estudos
correlacionando a estrutura e funcdo das céluladedelig mostram que a variacdo na
quantidade de testosterona circulante resulta domeo total dessas ceélulas encontrado nos
testiculos dos animais (EWING et al., 1979).

Fawcett et al. (1973) distinguem trés tipos deaonizpcdo do tecido intersticial nos
mamiferos. Tipo I: As células de Leydig e o teaidmjuntivo ocupam uma area muito pequena
enquanto que os sinusoides linfaticos e espacdédtidios preenchem grandes extensbes do
compartimento intersticial; Tipo Il: Grupos de dékide Leydig espalhadas no tecido conjuntivo
frouxo, o qual é drenado por um vaso linfatico liaealo centralmente ou excentricamente no
espaco intertubular; Tipo Ill: Abundantes gruparmoende células de Leydig ocupando

praticamente todo o compartimento intersticialeapntando pouco tecido conjuntivo e linfatico.
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No que se refere ao ciclo do epitélio seminif€@osta; Paula (2003) afirmam que as
células espermatogénicas encontram-se organizadagoddos tubulos seminiferos em
associacoes celulares denominadas de estadiogldaloi epitélio seminifero, os quais podem
ser determinados pelo método da morfologia tubalgrelo método do sistema acrossémico.

Pelo método da morfologia tubular é possivel datear oito estadios do ciclo do epitélio
seminifero distribuidos conforme a seguinte cragialo Estadio 1. estende-se do fim da
liberacdo (espermiacéo) das espermatides alongadasnen do tubulo seminifero, até o inicio
do alongamento dos nucleos das espermatides ad&sioBstadio 2: estende-se no inicio do
processo de alongamento dos nucleos das espersaidedondadas, até o inicio do
agrupamento das espermétides alongadas em feig&glide 3: caracteriza-se pelo inicio do
agrupamento das espermatides alongadas em fekes infcio da primeira divisdo meidtica;
Estadio 4: estende-se do inicio ao fim da primeisegunda divisdes meidticas, envolvendo a
presenca de espermatdcitos secundarios; Estadardcteriza-se pela presenca de esperméatides
arredondadas recém-formadas e pela localizagdo prafsinda dos compactos feixes de
espermatides alongadas no epitélio seminiferodiesta € caracterizado pelo deslocamento dos
feixes de esperméatides alongadas em direcdo aonltigular, apresentando-se menos
compactos; Estadio 7: caracteriza-se pelo dissiuidps feixes de espermatides alongadas e
localizacdo das mesmas préximos a borda luminal aparecimento dos primeiros corpos
residuais; Estadio 8: € caracterizado pela locglizadas espermatides alongadas na borda
luminal, em forma de barreira defensiva, e libeva¢@spermiacdo) das mesmas no lumen
tubular, além da presenca de corpos residuais batarnges (CURTIS, 1918; ORTAVANT et
al., 1977).

O meétodo do sistema acrossémico permite identiibé 14 estadios do ciclo do epitélio
seminiferos assim distribuidos: Estadio 1: estededo aparecimento de espermatides
arredondadas até a formagdo de granulos pro-acnagsaniformemente distribuidos nessas
células; Estadio 2: estende-se do apareciment@midosllos pro-acrossomais nas espermatides
arredondadas até sua completa fusdo em uma Umigtuess Estadio 3: estende-se da formacao
de um dnico granulo acrossémico arredondado, eekultla fusdo dos varios granulos pro-
acrossomais, até seu achatamento: Estadio 4: esterdb achatamento do granulo acrossémico
sobre o ndcleo das espermétides arredondadasimitgicoda formacdo do capuz acrossémico;
Estadio 5: estende-se da formacédo do capuz acrxss@t® sua completa extensdo sobre o
nacleo da espermatide; Estadio 6: o capuz acrossbrecobre de 1/3 a 1/4 da cabeca das

espematides que se encontram agrupadas em feigemd®e em direcdo ao lumen tubular;
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Estadio 7: o capuz acrossémico termina o seu dek@mento e recobre a metade da cabeca das
espermatides. Espermatogoénias tipo B dividem-smdndo espermatdcitos primarios em pré-
leptéteno. As espermatides alongadas encontranssecthdas e proximas ao lumen tubular;
Estadio 8: estende-se da orientacdo do sistemaséienico das espermatides arredondadas, em
direcdo a membrana basal, até o inicio do achatangenseu ndcleo. Os espermatozoéides séo
entdo liberados dentro do lumen tubular; Estadiesgende-se do achatamento e leve assimetria
do ndcleo das espermatides até seu alongament@rv@kbse a ocorréncia de divisbes das
espermatogonias ;AEstadio 10: estende-se do alongamento do nu@ecespermatides até a
protrusdo do acrossomo na extremidade desse nixlacrossomo chega até a parte inferior do
nacleo das espermartides; Estadio 11: a protrusa@xitbssomo na extremidade do nucleo passa
de uma forma arredondada para uma aparéncia tlEn@unucleo das espermatides apresenta-
se notadamente alongado e encurvado; Estadio i@ndesse da aparéncia triangular da
protrusdo acrossdmica até seu achatamento ao ldagextremidade dorsal do nucleo das
espermatides que agora apresentam uma forma mpeoos/&da, estreita e mais evidente. As
espermatides formam feixes presos as células deliSEstadio 13: estende-se do achatamento
do acrossomo ao longo da extremidade dorsal deoldhs espermartides até sua contracao
longitudinal; Estadio 14: estende-se da contragagiiudinal do nucleo das espermétides para
2/3 do seu comprimento dando uma aparéncia de redpdes arredondadas jovens. Os
espermatocitos primarios em dipléteno dividem-sea pdar origem aos espermatocitos
secundarios e estes formam espermatides arredandwagbartir deste ponto, um novo ciclo do
epitélio seminifero recomeca (LEBLOND; CLERMONT 519.

A distribuicdo dos estadios no ciclo do epitémaifero dos mamiferos € segmentar,
existindo apenas um estadio por seccéo transwdwdabulo (RUSSELL et al., 1990a; COSTA ;
PAULA, 2003), com excecdo de alguns primatas con@altithrix jacchus (MILLAR et al.,
2000), nos quais podem ser encontrados mais destadi@ por seccdo transversal do tubulo
seminifero.

A duracéo total do processo espermatogénico €é eniodm aproximado para qualquer
espécie, devido ao fato de ser dificil determinaanglo uma espermatdnia tipe $e envolvera
definitivamente no processo de formacdo dos esperdides ou permanecerd em quiescéncia,
como célula-tronco, para manutencao da populagéialide espermatogdnias (FRANCA et al.,
1998). De modo geral, atribui-se que a duracdo anéadiespermatogénese é de 4,5 ciclos, que

dependendo da espécie pode variar de 30 a 75seiado, entretanto, o periodo de duracédo da
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espermatogénese considerado fixo dentro de uma anespecie (SHARPE, 1994; FRANCA,
RUSSELL, 1998).

Durante o processo espermatogénico, as célulasrggivas sofrem apoptose que pode
ocorrer ao longo de todas as fases desse prodéessnapoptose apresenta um importante papel
para a homeostase da espermatogénese e se reBéaendnte na producdo espermatica diaria
de cada espécie (SHARPE, 1994). Embora esse esejat@omumente observado em todas as
fases de divisbes meidticas, a regulacdo do nunukrocélulas germinativas ocorre
principalmente na fase mitética, propiciando um etorapropriado de células espermatogénicas
por células de Sertoli (SELVA et al., 2000).

Segundo Franca; Russell (1998) o estudo quamwtitdais células que compdem o epitélio
seminifero é importante para o entendimento dogssi espermatogénico e determinacao do
rendimento geral da espermatogénese, pois permitecanhecimento mais completo desse
processo e de como a estrutura testicular se céanfpente a diferentes condicgoes.

Estudos tém demonstrado que o nimero de célul&edeli por testiculo € o principal
fator na determinacédo da producdo espermaticamesio testicular. Esta informacéo baseia-se
no fato de que as células de Sertoli ttm uma ocd@aei fixa de suporte para as células
germinativas, desta forma, o numero de células igatimas, em especial as espermatides,
suportadas por uma Unica célula de Sertoli € o oneatidicativo da eficiéncia funcional do
testiculo e, consequentemente, da producdo espean@RANCA; RUSSELL, 1998; ROCHA
et al., 1999).

A producdo espermatica diaria por grama de tdstiewm parametro muito eficaz para
se estimar a eficiéncia espermatogénica de um aniBm algumas espécies uma maior
eficiéncia pode decorrer de um alto nimero de aglde Sertoli, alta capacidade de suporte por
parte destas células, elevado percentual de tulselméniferos por testiculo, maior numero de
geracoes de espermatogonias, baixas perdas darasfeermatogénese e curta duragéo do ciclo
do epitélio seminifero (JOHNSON et al., 2000).

Pesquisas vém sendo desenvolvidas na Universidatidt do Piaui com o propdsito de
caracterizar os aspectos morfologicos e fisioldgicEsponsaveis pelas melhorias reprodutivas
observadas nos caprinos com escroto bipartidoelsembs que ndo apresentam a biparticdo do
escroto. Assim, Almeida (2003) observou que nosars com escroto bipartido existe uma alta
correlacéo entre o comprimento testicular, perimnescrotal e qualidade espermatica, podendo

essa caracteristica ser utilizada como critéria patecédo de reprodutores.
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Nunes (2005) pesquisando aspectos morfologicogkagscrotal e funiculo espermético
em caprinos identificou que o0s animais que aprasengscroto bipartido possuem maior
qguantidade de glandulas sudoriparas na pele escuéado comparados com aqueles sem
biparticdo escrotal. Tal fato permite uma maiordpigiio de suor e, consequentemente, maior
perda de calor por evaporagdo. O funiculo especmétios caprinos com biparticdo escrotal,
apresenta maior comprimento e diametro, sendo gsegmento da artéria testicular contido
nesse O0rgado mostra-se maior que o0 encontrado posasacom escroto sem biparticdo. Outra
caracteristica relatada por esse autor, que ca@lgi@a o processo de termorregulacéo testicular,
foi a presenca de menor quantidade de tecido adipogundando os vasos da regiao
subcapsular do funiculo espermatico, permitindcomtzcilidade de trocas térmicas entre esse
orgao e o meio ambiente.

Machado Junior (2006) pesquisando o efeito da tigdar escrotal e condi¢bes climaticas
sobre a termorregulacédo e biometria escroto-téati@m caprinos, identificou que os animais
com escroto bipartido apresentam as temperaturas tekticulos e escroto inferiores as
observadas para aqueles sem biparticdo e que atbi@mlesses 6rgaos mostrava-se maior, tanto
no periodo seco quanto no chuvoso, nos animaip@ggiem essa caracteristica.

Com isso vém se identificando certas caracteassstinorfolégicas que contribuem para
melhoria de alguns parametros seminais, percebsmdoe as informacodes relatadas direcionam
para um melhor processo termorregulatorio, fatomgmdial para que a espermatogénese se

processe de modo mais eficiente nos caprinos coratesipartido.

Aliado a estes aspectos, soma-se 0 surgimentodss iecnologias aplicadas a biologia
reprodutiva, como transplante de espermatogbniasnxerto de fragmentos testiculares
interespecifico (HONARAMOOZ et al.,, 2002; 2003a;03B), que tornam necessario o
aprofundamento dos conhecimentos relacionados aniaagdo e funcionamento testicular em
caprinos, pois este apresenta um grande potermial ggr modelo experimental em pesquisas
que buscam determinar protocolos para cultivo, pceiservacdo e transplante de células

germinativas.

Assim, com o propdsito de continuar os estudos afisiblOgicos necessarios ao
conhecimento da biologia reprodutiva dos capriraya biparticdo escrotal, desenvolveu-se esta
pesquisa que buscou caracterizar a estrutura,t@am@ia e a ultraestrutura dos testiculos e

comparar a funcéo testicular em caprinos com esdripartido e nao bipartido, sob a hipétese
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de que existem diferencas em relacdo a esses peyanefluenciadas pela morfologia do
escroto nesta espécie.

Estruturalmente, esta tese encontra-se organieamda uma introdugédo geral, trés
capitulos, um item de consideracg@es finais e ayé&efias bibliograficas. Os capitulos foram
elaborados na forma de artigos cientificos, sermqrimeiro, intitulado “Caracterizacao
morfologica e frequéncia dos estadios do ciclo pibéko seminifero em caprinos segundo a
configuracdo externa do escroto” escrito de acarim as normas do peridédico Anatomy,
Histology and Embryology (ISSN: 1439-0264), o setpyn“Eficiéncia da espermatogénese e
ultraestrutura das células de Sertoli em caprinm® @scroto bipartido e nao bipartido”
obedecendo as normas da revista Pesquisa VetarBrasileira (ISSN: 1678-5150) e o terceiro
“Producéo espermatica diaria e morfometria testic@m caprinos segundo a conformacao
externa do escroto” conforme as normas do perio8icnal Reproduction Science (ISSN:
1873-2232).



CAPITULO I*

*Elaborado segundo as normas da Anatomy, Histoédogl/Embryology
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Caracterizacao morfolégica e frequiéncia dos estadialo ciclo do epitélio seminifero em
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Resumo
Caracterizaram-se os estadios do ciclo do episdiminifero e suas respectivas frequéncias
relativas nos testiculos de caprinos, segundo dowoacdo escrotal. Foram utilizados 18
caprinos divididos em trés grupos (n = 6), considdo-se a forma externa do escroto. O grupo
I, constituido pelos animais que ndo apresentavastmto bipartido; o grupo Il, caprinos com
escroto bipartido em até 50 % do comprimento talstice o grupo Ill, formado pelos caprinos
que apresentavam escroto bipartido em nivel supari®0 % do comprimento testicular. Os
testiculos foram fixados em Bouin por 24 horasp@sgrocessamento histologico, as laminas
foram coradas com Hematoxilina-Eosina. Os estadm<iclo do epitélio seminifero foram
determinados pelo método da morfologia tubular feeqiéncia relativa desses estadios foi
obtida a partir da observacao de 500 seccdes temass de tubulos. No epitélio seminifero foi
observado que as associacdes celulares formadasas estadios eram compostas por

espermatogbnias, espermatocitos primarios em ptéténo/leptoteno, zigdteno, paquiteno e

! Parte integrante da tese de doutorado do prinaitor apresentada junto ao Programa de Pés-gialean
Ciéncia Animal da Universidade Federal do Piaui.
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diploteno, espermatdcitos secundarios, espermatesformato arredondado e alongado,
nacleos de células de Sertoli e figuras de divisé&mtica organizadas sob diferentes formas, nao
sendo verificada diferenca dessas associacdes estgrupos de caprinos pesquisados. A
frequéncia relativa dos estadios do ciclo mosteudiferente entre todos os grupos de caprinos
estudados, sendo o estadio 3, o que ocorreu coor magiéncia (20,68 % para os caprinos do
grupo 1, 21,15 % para os do grupo Il e 16,89 % paranimais do grupo Ill). Conclui-se que os
estadios do ciclo do epitélio seminifero em cainé@o variam em funcdo do grau de biparticdo
e a freqiiéncia relativa desses estadios ndo éaob@sntre os caprinos pesquisados.
Palavras-chave:testiculo; espermatogénese; escroto bipartidoinmap
Introducao

A espermatogénese é um processo sincronico einagamno qual uma espermatogonia-
tronco evolui para formar uma célula haploide, peesatozoide, por meio de divisdes mitéticas
e meioticas, passando por uma etapa final de difergdo chamada espermiogénese (Russell et
al., 1990; De Krester et al., 1998; Franca et241Q5). O processo espermatogénico ocorre em
ciclos denominados de ciclo de epitélio seminiferaracterizado por associacdes celulares
nominadas de estadios do ciclo do epitélio semmifesse processo € marcado pela maturacéo
progressiva de células germinativas do compartindratsal para o adluminal do epitélio
seminifero (Russell et al., 1990; Costa; Paula3200

O completo entendimento da cinética do ciclo daéépi seminifero € importante para
determinacdo de alteracdes durante esse procemwocdimo, para observagdo de assincronia
influenciadas por agentes citotoxicos (Russell.e1890).

A determinacéo dos estadios do ciclo do epitaiminifero pode ser feita com base em
dois métodos: o método da morfologia tubular, hedese na forma e localizagdo do nucleo das
espermatides e ocorréncia de divisbes meioticaendb-se 8 estadios do ciclo (Curtis, 1918;

Ortavant et al., 1977) ou pelo método do sistermasabémico utilizando-se como parametro o
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desenvolvimento acrossomal das espermatides, redmigncontrar um numero de 14 estadios
(Leblond; Clermont, 1952). Esses estadios podear estribuidos, no epitélio seminifero, de

forma segmentar (Russell et. al., 1990; Costa; &R&003; Almeida et al., 2006), existindo

apenas um estadio por seccédo transversal ou de foeticoidal, no qual é possivel identificar

mais de um estadio por seccao transversal de tgbulinifero (Millar et al., 2000; Leal; Franca,

2006).

As pesquisas sobre funcdo testicular em caprinoitaln-se mais a descrever a
composicao e organizacdo do compartimento inteaktiEawcett et al., 1973; Oduor-Okelo,
1974) e a ultra-estrutura das células de Sertairddmaru et al., 1989; Jurando et al., 1994;
Kojima, 1994), sendo poucos 0s estudos que abomaroaracteristicas do compartimento
tubular nesses animais (Courtens; Loir, 1981; Qlad.£1984; Franca et al., 1999; Onyango et
al., 2000; Leal et al., 2004).

Considerando a pouca informacao na literatura soleitélio seminifero em caprinos e
a relevancia econdémica desses animais, nos asplctasne, leite e seus subprodutos, aliado ao
surgimento de novas tecnologias aplicadas a bmlagprodutiva, como transplante de
espermatogobnias e enxerto de fragmentos testisuilstierespecifico (Honaramooz et al., 2002;
2003a; 2003b), que tornam necessarios o aprofundant®s conhecimentos relacionados a
organizacao e funcionamento testicular em caprimadizou-se esta pesquisa com o objetivo de
descrever as associagcOes celulares e suas reapeftaégiéncias relativas no ciclo do epitélio
seminifero nos testiculos de caprinos com esciipartio e ndo bipartido.

Materiais e Métodos

Para a realizacéo desta pesquisa foram utiliza8amfrinos sem raca definida, adultos,

com idade entre 1 e 1,5 anos, divididos em trépagyn = 6), considerando-se a forma do

escroto. O grupo |, caprinos que ndo apresentavastroto bipartido; o grupo Il, caprinos com
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escroto bipartido em até 50 % do comprimento telstice o grupo lll, caprinos com escroto
bipartido em nivel superior a 50 % do comprimenttitular.

Fragmentos dos testiculos foram colocados em soldgaBouin sob refrigeracio {8)
por 24 horas para processamento histologico e @ajpon em parafina.

Cortes de 4m foram corados com Hematoxilina-Eosina e analis&eo microscopio de
luz acoplado em sistema computacional de analigmdgens Qwin D-1000 verséo 4.1 (Leica
microsystems — Aotec Inst. Cient. Ltda. R. Afonss0, 1244, Sédo Paulo, 04119-061, BR).

Para caracterizacdo dos estadios do ciclo do iep#&minifero foi utilizado o método da
morfologia tubular, observando as modificacdesanmé e posicdo do nucleo das espermatides
e na ocorréncia de figuras de divisdo meioticapiteko seminifero, possibilitando, com isso, a

obtencéo de oito estadios (Curtis, 1918; Ortaviaak €1977).

A frequéncia relativa dos estadios do ciclo do &ipitseminifero nos caprinos foi
determinada analisando-se no minimo 500 seccdasvewsais de tubulos seminiferos, por
animal, em aumento de 400x. Essas observacdes fer@®s por meio de varredura horizontal
das laminas histologicas adotando-se um espaconmitie 50Qum entre as secgoes (Franca et

al., 1999).

Foram realizadas fotomicrografias digitais paratiacdo dos achados e a frequéncia
relativa dos estadios do ciclo do epitélio semmifei submetida a analise de variancia para um
delineamento inteiramente casualizado com testdeSttNewman-Keuls (SNK) a 5 % de
significancia. Os dados encontram-se expressosas@drma de média e desvio padrdo. O

trabalho foi aprovado pelo Comité de Etica em Pisagu UFPI, A0540/06.
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Resultados

Os estadios do ciclo do epitélio seminifero apriesam as seguintes associacoes
celulares, independente do grupo de caprinos pssips, seja com escroto bipartido ou ndo

bipartido:

Estadio 1 as espermatides arredondadas, com nucleos igu@nmeredondados,
encontravam-se dispostas em varias camadas denépitélio seminifero. As células de Sertoli
apresentavam no seu nucleo um nucléolo bem evid@stespermatogbnias encontravam-se
localizadas préximas a lamina prépria. A Unica g&oade espermatdcitos primarios mostrava-se
na fase de paquiteno e situava-se entre as esmlsnatredondadas e as espermatogébnias e

nacleo das células de Sertoli (Figura 1A).

Estadio 2 esperméatides com um formato ovoide, iniciandaacgsso de alongamento
do seu citoplasma e com as cabecas direcionadasniolo do nucleo das células de Sertoli,
localizadas na base do tubulo seminifero. Esperiasoprimarios em pré-leptoteno/leptéteno
foram observados bem proximos a lamina propriaespsrmatécitos em paquiteno distribuiam-
se logo abaixo dessas primeiras células, no sedbddmen tubular. Nucleos e nucléolos de
células de Sertoli, bem como espermatogonias farbservados, a exemplo do descrito no

estadio anterior (Figura 1B).

Estadio 3 as espermatides, em estadio mais adiantado dgaa@nto, comecaram a
formar os primeiros feixes de células com nucledsngados. Duas populacbes de
espermatocitos primarios, em zigoteno e diplotenm grandes nucleos relativamente esfeéricos.
Células de Sertoli e espermatogonias foram vedéisgproximas a lamina propria dos tubulos

seminiferos (Figura 1C).

Estadio 4 os feixes de espermatides alongadas tornaramass evidentes. Uma

caracteristica marcante deste estadio foi a ocoa@e duas divisbes meidticas, espermatdcitos
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em dipléteno evoluindo para espermatocitos seciwomlde estes se modificando para
espermatides arredondadas. Espermatogbnias e aspetom primario em zigéteno foram bem
evidenciados nesse estadio. As células de Sertobtraram morfologia semelhante ao
observado nos estadios anteriores. Nesse estadigifie@nciada ainda a presenca de figuras de

divisdo meidtica (Figura 1D).

Estadio 5 espermatides arredondadas e espermatides alenggdapadas em feixes
celulares. A morfologia das espermatides arredawlachostrou-se semelhante a dos
espermatocitos secundarios do estadio 4, poréemasqapresentaram diametro celular menor
que o dos espermatoécitos. Os feixes de espemaidegadas encontravam-se dentro das
projecdes das células de Sertoli formando colueas évidentes. Espermatocitos primarios em
zigoteno e paquiteno foram encontrados intercalati®e as espermatides arredondadas e a

lamina prépria (Figura 2A).

Estadio 6 feixes de espermatides alongadas orientados egadi ao limen tubular e
iniciando processo de dissociacdo. Varias camadasespermatides arredondadas foram
evidenciadas. Os espermatocitos primarios em paATUitmostravam-se semelhantes aos
observados no estadio 5. As células de Sertoliesgpram nucleos mais desenvolvidos e a
maior parte destes apresentavam seu eixo maioeniqular em relacdo a lamina propria dos
tubulos seminiferos (Figura 2 B).

Estadio 7 esperméatides alongadas proximas ao lumen tuleutprase completamente
dissociadas, ndo sendo frequente a observacaeides €telulares relatados entre os estadios 3 a
6. Os espermatocitos primarios em paquiteno apssen nucleos com morfologia semelhante
aos observados no estadio anterior. As demaisasékNidenciadas foram espermatogonias,

células de Sertoli e espermatides arredondadasréFay).
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Estadio 8 espermatides alongadas completamente diferersciextiaespermatozoéides e
em processo de liberacdo dos processos celulasesétldas de Sertoli. Os corpos residuais
resultantes do processo de formacao do espermadéofmdam mais frequentemente observados.
Espermatogbnia, células de Sertoli, espermatéq@tamario em paquiteno e espermatides

arredondadas também foram verificadas neste egfadiara.2D).



Figura 1. Fotomicrografia dos testiculos de caprinos do grupo | em corte
transversal. Evidenciam-se os estadios 1 (A), 2 (B), 3 (C) e 4
(D) do ciclo do epitélio seminifero. Notam-se espermatogbnias
(A), espermatécitos primarios em pré-leptétenol/leptoéteno
(PL), zig6teno (Z), paquiteno (P), e dipléteno (D),
espermatdcitos secundarios (ll), espermétides arredondadas
(Ar) e alongadas (Al), nucleos de células de Sertoli (S) e
figuras de divisdo meiotica (m), em associagdes celulares.
Coloragéo HE, Bar. 50 pm.
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Figura 2. Fotomicrografia dos testiculos de caprinos do grupo Il em corte
transversal. Verificam-se os estadios 5 (A), 6 (B), 7 (C) e 8 (D).
Notam-se espermatogbnias (A), espermatoécitos primarios em
zigéteno (Z) e paquiteno (P), espermatides arredondadas (Ar) e
alongadas (Al), nacleos de células de Sertoli (S) e corpos
residuais (Cr), em associacdes celulares. Coloracdo HE 50 pum.
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As frequéncias relativas dos estadios no epiggiminifero nos caprinos deste estudo,
calculadas apos a determinacdo das associacO&melgue caracterizaram os estadios do ciclo

do epitélio seminifero, estdo indicadas na tabela 1

Tabela 1 Média = desvio padrdo da frequéncia relativa
(%) dos estadios do ciclo do epitélio seminifero
de caprinos com escroto bipartido e néo
bipartido, Teresina-Pl, 2009

Grupo | Grupo I Grupo Il

Estadiol 13,08 +1,12 10,16 0,9 13,02 + 1,22
Estadio2 8,53+0,82 7,20+1,% 10,13+2,12
Estadio3 20,68+1,32 21,15+15% 16,89+0,8
Estadio4 13,80+0,72 11,15+9,512,90 + 1,12
Estadio5 10,43+1,22 11,84+1,028 13,75+2,12
Estadio6 11,51 +0°7 16,48+1,32 15,76 +0,92
Estadio7 9,18 +0,62 949+0428 9,15+0,72
Estadio8 12,74+1,1®% 1233+1,32 8,37£0,9

Médias seguidas de letras diferentes expressam Qp0s entre os
grupos de caprinos.

O estadio 3 apresentou as maiores frequéncias8(20,fara os caprinos do grupo I;
21,15 % para os do grupo II; e 16,89 % para os asimo grupo lll); a menor freqiéncia
relativa foi verificada para o estadio 2, nos aagsi dos grupos | (8,53 %) e Il (7,20 %),
enguanto que nos animais do grupo lll o estadicosé&eqlente foi o 8 (8,37 %).

As frequéncias das fases pré-meidtica (Estadi@s 3), meidtica (Estadio 4) e pos-
meiética (Estadios 5 a 8) do ciclo do epitélio séfero compreenderam 42,29, 13,80 e 43,86 %
nos animais do grupo |; 38,51, 11,15 e 50,14 %capsinos do grupo Il; e 40,04, 12,90 e 47,03

% nos do grupo lll, respectivamente.
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Discussao

Na literatura consultada ndo foram encontradagyiess abordando os estadios do ciclo
do epitélio seminifero em caprinos, considerandodifsrentes conformacdes do escroto.
Trabalhos como os de Franca et al. (1999) e Onyanhgb, (2000) descreveram esses estadios
em caprinos e apresentaram diferencas com relag@® @rganizacao.

Os estadios observados nesta pesquisa assemahars-observados por Franca et al.
(1999), existindo diferenca apenas em relacao @@es de espermatogbnias. Acredita-se que
tal fato pode ter ocorrido pela coloracdo adotadaten trabalho que n&o permitiu uma
visualizacdo adequada de espermatogonias tipoeAnEBrmediaria. As demais células relatadas
por Franca et al., (1999) foram também observadasaprinos deste estudo.

Com relagcédo ao estudo realizado por Onyango €2@0DO0), os estadios 5, 6 e 7 foram
descritos como um Unico estadio. Segundo esseseautemn funcdo da curta duracdo dos
estadios 6 e 7, estes, foram considerados umaséxtetio estadio 5. Nesta pesquisa esses
estadios foram descritos separadamente, pois asiag¥es celulares existentes em cada um
deles e sua disposicao no epitélio seminifero fatdenentes nos caprinos pesquisados.

Existem dois métodos classicos para determinac&oedtadios do ciclo do epitélio
seminifero. Um método baseado na mudanca que ocarferma e localizacdo do nucleo das
espermatides e na presenca de divisbes meidtieasjtindo a obtencdo de 8 estadios (Curtis,
1918; Ortavant et al., 1977) e o outro método quesidera como parametro o desenvolvimento
acrossomal das espermatides, permitindo encortéatdaestadios (Leblond; Clermont, 1952).
Ambos os métodos séo eficientes para demonstragrdaeciclico da espermatogénese, sendo o
método do desenvolvimento acrossdmico mais utiizpdra roedores (Leblond; Clermont,
1952; Russell et al., 1990; Onyango et al., 2000).

O método utilizado neste trabalho possibilitodentificacdo de 8 estadios permitindo a

comparagao com outros animais domeésticos tais dmwmos, ovinos e caprinos (Hochereau-
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de-Reviers et al., 1964; Franca et al., 1999; Oggaet al., 2000; Horn et al., 2003), suinos
(Swierstra, 1968; Franca; Cardoso, 1998; Almeida.e2006), nos quais os estadios do ciclo do
epitélio seminifero ja foram identificados.

Os resultados obtidos para frequéncia dos estaftiosiclo do epitélio seminifero em
caprinos com diferentes conformacdes do escrotdramas-se semelhantes aos relatados por
Franca et al. (1999) no que se refere ao estagaicttindo epitélio seminifero mais frequente, o
estadio 3. No entanto, em se tratando do estadicogorreu com menor freqiiéncia, Franca et
al. (1999) citaram o estadio 7, enquanto nestaumsqo estadio 2 foi 0 que ocorreu menos
frequentemente, entre os caprinos dos grupos,leedlestadio 8 foi 0 menos frequiente para os
animais do grupo Ill.

Onyango et al. (2000) descreveram o estadio 1 ceemalo 0 mais frequentemente
observado, diferindo do observado nesta pesquisaenthnto, em um ponto, os resultados de
Onyango et al. (2000) se assemelharam aos encostnadte trabalho, o fato de o estadio 8 ter
sido menos frequente no ciclo, verificado nos cegsido grupo Ill.

Conclui-se que as associacfes celulares que comp8eestadios do ciclo do epitélio
seminifero em caprinos ndo variam segundo a comigiiondo escroto, no entanto, a frequéncia
relativa desses estadios varia entre os diferegigsos de caprinos, o que pode refletir na
producao espermatica diaria dos animais.
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Eficiéncia da espermatogénese e ultraestrutura dalulas de Sertoli em caprinos com
escroto bipartido e ndo bipartido

Antonio A.N. Machado JniorMaria A.M. Carvalhd, Antonio C. Assis Netb

Resumo

O objetivo desta pesquisa foi quantificar as célda epitélio seminifero e o rendimento da
espermatogénese e caracterizar a ultraestruturacélakas de Sertoli em caprinos. Foram
utilizados 18 caprinos divididos em trés gruposugdr | — caprinos sem o0 escroto bipartido;
Grupo Il — animais com escroto bipartido em até % comprimento testicular; Grupo Il —
caprinos com biparticdo escrotal em nivel supeaios0 % do comprimento testicular. Os
testiculos foram fixados em Bouin por 24 horas @aghldeido a 3 % e processados para
microscopia de luz e eletrbnica de varredura, cis@enente. A quantificacdo dos diferentes
tipos celulares foi realizada em 20 seccdes deldg§bseminiferos e o rendimento da
espermatogénese determinado pela razdo entre alsscé@ncontradas no estadio 1. Para
caracterizacdo da ultraestrutura, as células deliSram divididas em tipo A e tipo B. Os
testiculos dos caprinos do grupo Il apresentarameno de espermatécitos primarios (25,37 +
4,55), espermatides (112 £ 15,12) e células deolb€9t46 + 1,74) maior que 0s animais dos
grupos | e Il. Os rendimentos mitotico, meidticgezal da espermatogénese foram maiores nos
animais do grupo Il (1,25 + 0,28; 5,12 + 1,63;%4 1,96) quando comparados com os dos
grupos | e Il. Os processos celulares em formaottad$ se originaram do corpo das células de

Sertoli como estruturas simples e lisas que erawlraticamente toda a superficie das células
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germinativas. Os processos em forma de finas candgsaram-se diretamente das células de
Sertoli e dos processos em forma de folhas. Coeselyjue os caprinos com biparticdo escrotal
possuem um maior numero de células germinativas Sedoli por seccao transversal de tubulo
seminifero, indicando, assim, uma maior producdespermatozoides quando comparados aos
demais grupos, e a ultraestrutura dos processosétidas de Sertoli ndo apresenta relacdo com
a biparticdo do escroto.

Palavras-chave:espermatogénese; células germinativas; escrototioip; caprinos; células de
Sertoli

Introducao

A quantificacdo celular permite conhecer o padrdonal de divisdo e renovacdo das
células germinativas, possibilitando, determinaoeficiente de eficiéncia da espermatogénese
(Castro et al. 1997). A eficiéncia da espermatog€nena pratica, se reflete nas razdes
encontradas entre os diferentes tipos celularesafdores do epitélio seminifero em uma seccao
transversal de tubulo, como foi descrito para ramies, suinos, bubalinos, macaco, capivara,
cateto e queixada (Cardoso & Godinho 1985, Qud&r@ardoso 1989, Paula 1999, Silva 2000,
Leal 2004, Costa et al. 2004 , Costa et al. 2007).

A cinética da espermatogénese compreende procegshligicos como multiplicacéo,
diferenciacdo e metamorfose celular, e processtsldgicos como evolucao das células dentro
dos tubulos seminiferos. Nesse tipo de estudo ideldr, além da classificacdo dos estadios do
ciclo do epitélio seminifero, a quantificacdo dopos celulares presentes nos tuabulos
seminiferos, permitindo avaliar a evolucdo desgdas no decorrer do ciclo (Almeida et al.
2000, Assis Neto et al. 2003).

Segundo Costa & Paula (2003), a eficiéncia da esgegénese nédo € de 100%, pois
ocorrem apoptoses das células germinativas ne@ssamanutencdo de uma homeostase intra-

tubular. Normalmente as perdas celulares variarh de80 % e sdo observadas principalmente
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durante a meiose, possibilitando que, cerca desg@srmatides arredondadas, sejam formadas a
partir de um espermatocito primario (Sharpe 19¢dn¢a & Russell 1998).

Conhecer as associacdes celulares do epitélim8erni € de grande importancia para
identificar os efeitos de alguma substancia tosigare a fertilidade de machos (Russell et al,
1990). Assim, a quantificacdo histologica do tesgticse constitui em um instrumento eficiente
para se determinar a capacidade espermatogéniga @mimal frente a condic¢des fisioldgicas
ou patologicas (Castro et al. 1997, Franca & Ru$98I8, Leal 2004). Associado a isto, tem-se o
advento de novas biotecnologias ligadas a repradogéno transplante de espermatogobnias e
enxerto de fragmentos testiculares interespec(fitamaramooz et al. 2002, 2003a, 2003b) que
torna necessario o maximo entendimento da fungicuéar em caprinos, pois estes expressam
um grande potencial para modelo reprodutivo e posemutilizados em pesquisas que visem
determinar protocolos para cultivo celular, crigemyacdo e transplantes de células
germinativas.

As células de Sertoli sdo responsaveis pela formdgdmembrana basal que fornece
suporte estrutural para as células germinativaslitadas no epitélio seminifero, e para a
propria célula de Sertoli (Russell & Griswold 199Burante o ciclo do epitélio seminifero as
células de Sertoli apresentam consideravel variagdsua forma e estrutura, demonstrando um
alto grau de plasticidade, em funcdo das alteragimfoldgicas e funcionais que ocorrem nas
células germinativas (Franca et al., 1993; Ye.€1393).

O objetivo desta pesquisa foi quantificar as ledlgerminativas existentes no epitélio
seminifero, determinar o rendimento da espermagsger analisar a ultraestrutura das células
de Sertoli de forma comparativa entre caprinosaesentam o escroto bipartido e os que néo

apresentam a biparticdo escrotal.
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Materiais e Métodos

Foram utilizados 18 caprinos sem raca definida, made entre 1 e 1,5 anos, divididos
em trés grupos de seis animais, segundo a moréotogerna do escroto: Grupo | — caprinos que
nao apresentam o escroto bipartido; Grupo Il —isaprcom biparticdo escrotal em até 50 % do
comprimento testicular; Grupo Il — animais comsareto bipartido em um nivel superior a 50
% do comprimento testicular.

Foram coletados fragmentos testiculares das regdjgata, média e caudata do testiculo
para fixacdo em solucdo de Bouin sob refrigerag®@)(por 24 horas e em solucdo de
glutaraldeido a 3 % em tampéao fosfato 0,1M com pH/dl para processamento destinado a
microscopia de luz e eletrbnica de varredura, ds@enente.

Cortes histoldgicos foram analisados em microscagoluz acoplado em sistema
computacional de analise de imagens Qwin D-1008aeed.1 (Leica microsystems — Aotec
Instrumentos Cientificos Ltda. Rua Afonso Celso44,2S&o0 Paulo, 04119-061, Brasil) e em
microscopio eletrénico de varredura LEO 435 VP [ifecal Sales, LLC, NW Cameron Blvd.
Portland, Oregon 97230, USA).

A quantificacdo dos diferentes tipos celulares €asptogdnias, espermatocito primario
em paquiteno, espermatides arredondas e célulgerti#i) foi realizada a partir da observacéo
de 20 seccdes transversais de tubulos seminiferoontorno o mais arredondado possivel, no
estadio 1 do ciclo do epitélio seminifero, em aumeate 400x (Figura 1). Essa contagem foi
corrigida para o diametro nuclear ou nucleolarpessura do corte histolégico, segundo férmula

de Abercrombie (1946), modificada por Amann & Alngj{1962):

Espessura do corte

Espessura do corte [DMT ] [DMJ 2

Numero corrigido = contagem obtida

2 4
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Para determinacédo do diametro nuclear ou nucleofmio (DM) foram mensurados 10
nacleos das células germinativas e 10 nucléolosélatas de Sertoli em cada seccao analisada,
em aumento de 1000x.

O rendimento da espermatogénese foi determinaaiobase na obtencéo das seguintes
razdes: Rendimento ou coeficiente de eficiéncia nioses: razdo entre espermatocitos
primarios em paquiteno e espermatogbnia no esthgiBendimento meidtico: razdo entre
espermatide arredondada e espermatocito primarigagmiteno no estagio 1; Rendimento geral
da espermatogénese: razdo entre espermatides rataeldoe espermatogdnia no estagio 1;
Eficiéncia das células de Sertoli: razdo entre memd total de espermatides arredondadas no
estagio 1 e o numero total de células de Sertoli.

As células de Sertoli foram classificadas em d@gest A e B segundo metologia
proposta por Park et al. (1993). As células deo8etipo A encontravam-se associadas a
espermatides alongadas e tipo B, associadas aredjubrs arredondadas e imaturas. A definicdo
dos processos celulares levou em consideracaofalogia apresentada por esses processos e a
nomenclatura utilizada foi a preconizada por Kurahm& Nishida (1987); Know et al. (2002).

Todos os resultados apresentados estdo sob a émeedia e desvio padrdao e foram
obtidos apds andlise de variancia para um delineamateiramente casualizado com teste
Student-Newman-Keuls (SNK) para comparacdo dasasedb % de significancia. O trabalho
foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa - |Ut®540/06.

Resultados

Resultados

Os numeros totais corrigidos de células germinati® células de Sertoli, por seccdo
transversal de tabulo seminifero, no estadio lido do epitélio seminifero em caprinos com

diferentes configuracdes do escroto estdo aprekenia tabela 1.
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As espermatogbnias ndo apresentaram diferencat$sesas entre os caprinos dos trés
grupos pesquisados sendo observado valores de#8,6Q para os animais do grupo |, 19,36 +
5,07 para os do grupo Il e 20,18 * 6,06 para ograagpdo grupo lll.

O numero de espermatocitos primarios em paquipenseccao transversal mostrou-se
diferente (p < 0,05) entre caprinos estudados. i@sas do grupo Il apresentaram maior
namero dessas células (25,37 * 4,55) quando coohpaan os caprinos dos grupos | (20,01 +
6,60) e Il (21,64 £ 4,67).

Com relacdo ao numero de espermatides arredondadastradas no estadio 1 do ciclo,
houve uma diferenca estatistica (p < 0,05) entigrigsos estudados, semelhante ao descrito para
0S espermatocitos primarios em paquiteno. Os apdo grupo Il revelaram um valor de 130
+ 15,12 células, enquanto que os animais do gr@gxpressaram valor de 89,20 £+ 22,40 e os do
grupo 11, 96,71 + 19,82 espermatides arredondadasqzcao transversal de tubulo.

A quantidade de células de Sertoli por seccasvasal de tubulo seminifero no estadio
1 expressaram diferencas estatisticas entre ogrtrgss de caprinos pesquisados. Os animais do
grupo | mostraram valor de 7,86 + 1,90 célulasgsacao transversal, contra 8,67 * 2,20 células
observadas nos caprinos do grupo Il e 9,46 + 1984do grupo lll, mostrando que o grupo de
caprinos com maior nivel de biparticdo escrota¢sgmta maior numero de células de Sertoli.

O rendimento da espermatogénese (Tabela 2) fodmlidm base na razdo entre as
diferentes células formadoras do estadio 1 do dclepitélio seminifero (Tabela 1).

Esse rendimento foi dividido em rendimento miticendimento meiotico e rendimento
geral da espermatogénese. O rendimento mitoticeoatdiciente de eficiéncia mitética dos
animais do grupo Il (1,25 £ 0,28 espermatécitasmgrios em paquiteno por espermatogdonia)
mostrou-se significativamente diferente do encalatrpara os caprinos dos grupos | (1,10 *

0,27) e Il (1,11 + 0,28).
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O rendimento meidtico expressou diferenca dosmmagpido grupo Il em relacdo aos dos
grupos | e Il, sendo que estes ultimos néo diferiestre si. Nos animais do grupo Ill o valor
encontrado foi de 5,12 = 1,63 espermatides arreattagipara cada espermatdcito primario em
paquiteno, enquanto que nos caprinos dos grupdés dsevalores observados foram de 4,45 +
1,08 e 4,46 £ 0,82 espermatides arredondadas pumrneatocito primario em paquiteno,
respectivamente.

No rendimento geral da espermatogénese, semathamie ao observado para o
rendimento mitotico e meiodtico, foi evidenciadaedéinga estatistica entre os caprinos estudados.
Os animais do grupo IIl apresentaram valor de 6,486, enquanto que 0s caprinos dos grupos
| e Il expressaram valores de 4,92 + 1,50 e 4,994¥ espermatides arredondadas para cada
espermatogonia, respectivamente.

A razdo entre o numero de espermatides arredosdagfzortada por uma célula de
Sertoli reflete a eficiéncia ou indice de célulasSktoli (Tabela 2). Nesse aspecto, observou-se
que os caprinos dos grupos com biparticdo esaptaksentaram valores superiores ao grupo de
animais que nao apresentavam aquela caractemstidalogica. Os animais dos grupos Il e llI
expressaram valores de 12,72 + 3,97 e 13,64 +&spérmatides arredondadas por células de
Sertoli, enquanto o valor encontrado para os cagtito grupo | foi de 10,57 + 4,61 (p < 0,05).

Na busca de informacdes na literatura, ndo foi minada descricdo sobre a ultraestrutura
dos processos das células de Sertoli em capriramosrno Brasil.

Observou-se que tanto no tipo A quanto no tipo Bcélelas de Sertoli, os processos
celulares apresentaram forma de folhas (sheeplibeesses) e forma de finas cordas (slender
cord-like processes).

Os processos em forma de folhas se originaram dmw abas células de Sertoli como

estruturas simples e lisas que envolviam praticéneada a superficie das células germinativas.
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Os processos que envolviam as espermatides foraernvaldlos nas por¢coes média e apical dos
tubulos seminiferos e apresentavam um aspectoptaais (Figura 2).

Os processos em forma de finas cordas foram \amlifie em diferentes areas. Os
processos encontrados na por¢ado média e apicalibioi®s seminiferos projetavam-se tanto do
corpo das células de Sertoli, como dos processomena de folhas e encontravam-se ligados

as espermatides arredondadas adquirindo um fomiateco (Figura 3).

Tabela 1. Numero corrigido de células germinativas e de diepior seccao
transversal de tubulo seminifero no estadio 1 gmirc@s com escroto
bipartido e ndo bipartido, Teresina, 2009

Grupos A P Ar CS
[ 18.10+5.622 20.01+66 89.20+22.4Dh 7.86+1.9
I 19.36 +5.072 21.64+4.87 96.71+19.82 8.67+2.5
1l 20.18 +6.062 2537 +4.85 130+15.128 Q.46 + 1.742

Médias seguidas de letras diferentes na mesmaapler0.05
A — espermatogonia; P — espermatdcito primario aquiteno; Ar — espermatide arredondada; CS
— células de Sertoli

Tabela 2.Rendimento da espermatogénese e eficiéncia daséle Sertoli em
caprinos com escroto bipartido e nao bipartidoe3iea, 2009

Grupos CEM RM RGE ECS
| 1.1+027 445+108 492+18 10.57+4.61
I 1.11+028 446+082 499+ 1.4% 12.72+3.972

1 1.25+0.282 5.12+1.632 6.44 £1.962 13.62.642
Médias seguidas de letras diferentes na mesmaacplgr0.05
CEM - coeficiente de eficiéncia mitdtica; RM — remdnto mitético; RGE — rendimento
geral da espermatogénese; ECS — eficiéncia deasélel Sertoli




Figura 1. Fotomicrografia de uma seccgéo transversal dectéstde caprino do
grupo Il. Evidenciam-se as células constituintesesi@dio 1 do ciclo
do epitélio seminifero, espermatogonia (A), espé&boi primario em
paquiteno (P); espermatides arredondadas (Ar)utasélle Sertoli (S).
Bar. 50 um
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Figura 2. Eletromicrografia de varredura de células de 8erto
Evidenciam-se os processos celulares em formallogsfo
(PF), com suas margens finas e simples, envolvasdo
células germinativas. Barra deu.
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Figura 3. Eletromicrografia de varredura de células de Seito
caprinos. Evidenciam-se 0s processos celulares em
forma de finas cordas (FC), envolvendo uma
esperméatide alongada (Al) madura em processodmal
espermiacéo. Barra de jufn.

Discusséo

Segundo informacdes disponiveis na literatura t(Gast al. 1997, Franca & Russell
1998, Leal 2004), as populacbes de células geriviisae de Sertoli aumentam durante o
desenvolvimento do animal e, a partir da puberdauelem a se estabilizarem. Este fato permite
utilizar a quantidade dessas células existentepiélio seminifero para se estimar a capacidade
reprodutiva de um animal, bem como, identificauargidade e o padrao de distribuicdo dessas
células nos testiculos, permitindo avaliacdes coatpas dos animais expostos a situacdes
experimentais ou patoldgicas.

No estudo quantitativo das células espermatogérimaa-se necessario realizar uma
correcdo da quantificacdo absoluta obtida nas ssadds tibulos seminiferos, pois existe uma
grande variabilidade entre as espécies animaisre iadividuos de uma mesma espécie. Assim,

corrigindo o valor absoluto pelo diametro nuclegreta espessura do corte histoldgico, o valor
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relativo encontrado reflete a diferenca existenteeenos animais no que se refere a populacao de
células, excluindo-se quaisquer outras fontes dag&n (Amann & Almquist 1962, Cardoso &
Godinho 1985).

O numero de espermatogbnias, apesar de ndo varieg es grupos de caprinos
estudados, foi bem superior ao citado por outrderesi em diversas espécies (Franca et al.
1988, Silva 1996, Paula 1999, Assis-Neto et al.32@bsta et al. 2004, Leal 2004, Costa et al.
2007).

O numero de espermatocitos primarios em paquitenomfior nos caprinos com
acentuado grau de biparticdo escrotal (Grupo U8nglo comparados com os animais dos grupos
| e Il. Esse numero assemelha-se ao relatado pa@ &000) para caprinos Saanen e difere do
encontrado por Queiroz & Cardoso (1989) para ovitestanados.

No estadio 1 do ciclo do epitélio seminifero emroegs ser encontrada apenas uma
geracdo de espermatdcitos primario faz com a giaddidessas células nessa espécie seja bem
diferente da observada em outros animais tais coapyara (Paula 1999), cutia (Assis-Neto et
al. 2003), sagui (Leal 2004), cateto (Costa e2@04), queixada (Costa et al. 2007), onde s&o
detectadas duas geracfes de espermatocitos psmadoem alguns animais como o Gerbil
(Segatelli et al. 2004), que apresentam no esthdipenas uma geracdo de espermatocitos
primarios, o numero dessas células assemelha-secantrado para os caprinos com diferentes
conformacdes do escroto.

O numero de espermatides arredondadas por se@@ydrsal de tubulo seminifero
encontrado nos caprinos desta pesquisa foi maierogabservado na literatura para a cutia,
suino, macaco, queixada, cateto, capivara e capfiranca et al. 1988, Silva 1996, Paula 1999,
Silva 2000, Assis-Neto et al. 2003, Costa et ad42@Q.eal 2004, Costa et al. 2007). Esse numero

também foi diferente entre os grupos de caprinegyisados.
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Assim, os animais do grupo lll apresentaram nunder@spermatides e espermatocitos
primarios, muito maior que os caprinos dos grupe$.l Este achado mostra que os animais com
maior nivel de divisdo escrotal tendem a apresemsgor quantidade de células germinativas por
seccdo transversal quando comparados aos que regemam esta caracteristica ou mesmo
agueles em que a biparticdo escrotal € menos ackntiEssas diferencas quantitativas podem
ocorrer em funcdo de um processo espermatogér@memtiado nesses animais, onde as perdas
celulares (apoptose) podem ser menores nos camamosnaior nivel de biparticdo escrotal do
que no grupo de animais com escroto parcialmergartdo e naqueles sem biparticdo do
escroto.

Outro fator importante que pode ter contribuidaapessa diferenca numeérica das células
germinativas entre os grupos de caprinos foi o manue células de Sertoli por seccéo
transversal de tubulos. Segundo Rocha et al. (1998Jimero dessas células por testiculo é o
principal fator na determinacdo da producao esp@ané tamanho testicular. Esta informacéo
baseia-se no fato de que as células de Sertolutdencapacidade de suporte relativamente fixa
para as células germinativas, assim, quanto mhitaséle Sertoli existirem no testiculo de um
animal maior sera o numero de células germinativastente no testiculo (Orth et al. 1988,
Franca & Russell 1998).

Os caprinos do grupo Il apresentaram maior nurdercélulas de Sertoli que os animais
dos grupos | e Il. No entanto, assemelharam-sala@ro encontrado em varios outros animais
(Franca et al. 1988, Silva 1996, Paula 1999, ANsi® et al. 2003, Costa et al. 2004, Leal 2004,
Costa et al. 2007).

Com relacdo ao rendimento da espermatogénese eeimi células de Sertoli,
verificaram-se que os animais do grupo Ill apresant os maiores valores quando comparados
com os animais dos demais grupos. O rendimentotiout@dnostrou-se baixo em relacdo ao

observado por Silva (2000) em caprinos SaanenaCistl. (2004) em cateto, Leal (2004) em
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sagui, Costa et al. (2007) em queixada e bem pasmrelatado por Assis-Neto et al. (2003)
em cutias. Tal evento ocorreu em funcdo do altoanande espermatogdnias encontradas nos
caprinos com diferentes conformacgdes do escroto.

Por outro lado, o rendimento meidtico mostrou-séomaue o0 observado no queixada,
cateto e capivara (Paula 1999, Costa et al. 2004taCet al. 2007), bem préximo ao valor
verificado para o sagii e caprinos Saanen (SiNaD_20eal 2004) e menor que o relatado por
Assis-Neto et al. (2003) para a cutia.

O indice ou eficiéncia das células de Sertoli nagrinos deste estudo, apresentou-se
semelhante ao identificado na literatura para naprisaguis, cateto e queixada (Silva 2000,
Leal 2004, Costa et al. 2004, Costa et al. 200vgRror que o encontrado por Silva (1996) para
suinos, Paula (1999) para capivaras e Assis-Netb 003) para cutias.

Nos caprinos desta pesquisa, foram observadoséhsascde Sertoli, 0s processos em
forma de folhas e finas cordas, cuja morfologia mddou em funcdo da conformacédo do
escroto. Resultados semelhantes foram relataddsnmy et al. (2002) para caprinos nativos da
Korea, sendo que nestes caprinos foram verificaifasentes formas para 0s processos em
forma de finas cordas que foram nominados segundaedacdo com as células germinativas.
No entanto, estas diferentes formas, sdo mais a®i@utes do processo de espermiacdo quando
o corpo residual esta se desprendendo da cabespeanatide (Park et al., 1993).

Hamasaki & Murakami (1986) relataram a ocorrén@agdatro tipos de processos nas
células de Sertoli de camundongos com as formasam®, folha, capa e envoltorio. Nos
caprinos Shiba os processos celulares das célal&edoli apresentaram um aspecto delgado,
ramificado e em forma de anel (Kurohmaru & Nishitia87). Segundo estes autores, a forma
dos processos celulares das células de Sertolamrade acordo com a porcdo do tubulo

seminifero e a evolugédo do processo espermatogénico
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Tanto nos caprinos Shiba (Kurohmaru & Nishida, 7)98uanto nos nativos da Korea
(Know et al., 2002) o contorno dos processos emdode folhas apresentou-se simples e liso
semelhante ao observado para os caprinos com rdd#sreonformacfes do escroto utilizados
neste estudo. Ja no hamster da Siria (Gravis, 18#@saco (Russell et al., 1986) e camundongo
(Hamasaki & Murakami, 1986) o contorno desses [@IX® apresentou-se irregular e mais
complexo que o encontrado nos caprinos deste estudo

Conclui-se que os caprinos que apresentam um elemackl de biparticdo escrotal
possuem um maior numero de células germinativas Sedoli por seccao transversal de tubulo
seminifero, indicando, assim, uma melhor eficiémspermatogénica quando comparados com
0S caprinos que apresentam um nivel intermedi&ribiphrticido escrotal e com aqueles que nao
apresentam escroto bipartido. Os processos dasxéle Sertoli em caprinos, que se mostram
com formato de folha e de finas cordas, ndo apt@serelacdo com a biparticdo do escroto

nesses animais.
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Resumo

Este estudo objetivou avaliar a histometria tekdice a populacéo celular do testiculo, além da

eficiéncia espermatogénica em caprinos com difesertonformacdes do escroto. Foram

utilizados 18 caprinos divididos em trés gruposugér | — caprinos que nao apresentavam o

escroto bipartido; Grupo Il — animais com escroipatiido em até 50 % do comprimento

testicular; Grupo Il — caprinos com biparticdo resal em nivel superior a 50 % do

comprimento testicular. Os testiculos foram fixados Bouin por 24 horas, e confeccionadas

laminas coradas com Hematoxilina-Eosina e analssanamicroscopio de luz. Foram realizadas

mensuracdes do diametro dos tubulos seminifertsraatio epitélio seminifero, proporcéo

volumétrica dos compartimentos tubular e intemstjaquantificacdo das células de Sertoli e de

Leydig e estimativa de producdo espermatica démacaprinos com diferentes conformacdes

do escroto. Os dados obtidos foram submetidos &sande variancia com teste Student-

Newman-Keuls para comparacdo das médias e foiladlww coeficiente de correlacdo de

Pearson, ambos a 5 % de significancia. Nos capdoogrupo Ill, o valor encontrado para a

" Parte integrante da tese de doutorado do prinaitor apresentada junto ao Programa de Pés-gramesmga
Ciéncia Animal da Universidade Federal do Piaui.
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densidade de volume do epitélio seminifero foi 8894 + 0,58 %, a altura do epitélio seminifero
foi 60,23 + 4,93um, o comprimento total dos tubulos seminiferos etredo foi 2.091,92 +
26,99 metros, o nimero de células de Sertoli eigeipil 1,81 + 0,44 x 1be 1,36 + 0,14 x 10e
producdo espermaética diaria observada foi de 2,19,34 x 18, sendo esses valores
estatisticamente maiores que os observados pataneais grupos de caprinos. Conclui-se que
0S caprinos com maior grau de biparticdo escrqissentam maior capacidade de produzir
células reprodutivas, o que se reflete em um npaatancial reprodutivo.
Palavras-chave:escroto bipartido; histometria; producéo esperaatiaprino
Introducao

O mecanismo de evolucdo de uma espécie caracseribasicamente por mudancas na
frequéncia de ocorréncia de determinados genesyreandada populacéo, influenciadas por
fatores que levam ao aparecimento de adaptacodslogicas nos animais, necessarias a sua
reproducdo e sobrevivéncia (Linhares; Gewandszd|®87). Na espécie caprina essa expressao
génica se torna bem evidente quando é observadaamiguracdo diferenciada do escroto, a
biparticdo escrotal, surgida a partir de uma prelvagado do ambiente sobre esses animais.

Segundo achados na literatura, a biparticdo esdmtavidenciada primeiramente em
caprinos no leste da Africa por Robertshaw (1982pasteriormente, em animais da regi&o
Nordeste do Brasil por Nunes et al. (1983). Essacteristica amplia a superficie do escroto em
contato com o meio ambiente, aumentando a disopieE&alor, o que pode ter contribuido para
melhoria de alguns parametros reprodutivos taisogdmometria escroto-testicular (Almeida,
2003; Machado Juanior, 2006) e qualidade do sémemdsl et al., 1983; Silva et al., 1986;
Almeida, 2003) de caprinos com escroto bipartidangieo comparados com aqueles que néo
apresentam essa caracteristica.

Alguns estudos foram desenvolvidos com 0 objeteadaliar a estrutura testicular e a

espermatogénese em caprinos (Courtens; Loir, 198#; et al., 1984; Franca et al., 1999;
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Onyango et al., 2000; Leal et al., 2004). Francal.e{1999) determinaram que a duracdo do
ciclo do epitélio seminifero em caprinos € de 18i&. Este conhecimento esta envolvido
diretamente na estimativa da producéo espermatci ¢gpor grama de testiculo, bem como na
comparacao da eficiéncia espermatogénica entrgpasies animais (Leal et al., 2004).

O numero de células germinativas sustentadas pélaks de Sertoli € considerado o
melhor indicativo da eficiéncia espermatogénicais pestd altamente correlacionada com
producao espermatica diaria de um animal (Rud3eterson, 1984; Franca; Russell, 1998).

Para se avaliar a producédo espermatica por unidadérea do tubulo seminifero, a
relacdo mais significativa é entre o numero de resgides e as células de Sertoli (Russell;
Peterson, 1984; Franca; Russell, 1998; Franca;nBodP003). Dados da literatura mostram que
a eficiéncia espermatogénica esta também correladsocom o volume dos tubulos seminiferos,
namero de células de Sertoli por grama de testieudoracédo do ciclo do epitélio seminifero
(Russell et al., 1990, Sharpe, 1994, Neves e2@D5; Leal; Franca, 2006).

O objetivo desta pesquisa foi analisar a influénlcianivel da biparticdo escrotal sobre a
estrutura testicular, a populacao celular e a pr@oespermatica diaria em caprinos.

Materiais e Métodos
Experimentacdo animal e processamento do material

Este trabalho foi realizado utilizando-se 18 caggisem raca definida, com idade entre 1
e 1,5 anos, divididos em trés grupos de seis agjmmagundo a configuracdo externa do escroto:
Grupo | — caprinos que ndo apresentavam o esclipirtido; Grupo Il — caprinos com
biparticdo escrotal em até 50 % do comprimentactdat; Grupo Il — animais com escroto
bipartido em nivel superior a 50 % do comprimeestitular (Aprovado pelo Comité de Etica
em Pesquisa — UFPI? 540/06).

Os animais foram pesados e os testiculos, apOsrasega do epididimo, foram

igualmente pesados para determinacdo do indicedgssamatico. Fragmentos testiculares com
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aproximadamente 3 mm de espessura, 5 mm de ladifanm de comprimento, foram obtidos
das regides captata, média e caudata do testicdoloeados em solucdo de Bouin sob
refrigeracdo (8C) por 24 horas para posterior processamento @ggtal e emblocagem em
parafina.

Cortes de 4m foram corados com Hematoxilina-Eosina e analis&eo microscopio de
luz acoplado em sistema computacional de analigmdgens Qwin D-1000 verséo 4.1 (Leica
microsystems — Aotec Instrumentos Cientificos LtBaa Afonso Celso, 1244, S&ao Paulo,
04119-061, Brasil).

Histometria testicular

A microscopia de luz permitiu realizar a histoneettésticular (diametro dos tubulos
seminiferos, altura do epitélio seminifero, proporgolumétrica dos compartimentos tubular e
intersticial), a quantificacdo das células de J$iegode Leydig por testiculo e estimativa de
producao espermatica diaria nesses animais.

Para obtencédo do diametro tubular e da altura déliepseminifero foram analisadas 30
seccOes histologicas transversais de tubulos semusino estadio 1, com contorno o mais
circular possivel, randomicamente selecionadasueneato de 400x, por animal.

A densidade de volume dos componentes testicularegterminada utilizando-se uma
grade de contagem contendo 441 pontos de intersdé&gis et al., 1971), onde para cada
animal foram analisados 20 campos, em aumento @e pérfazendo um total de 8820 pontos.

Na obtencéo do volume dos componentes testiculaté{l®e seminifero, limen, lamina
propria, células de Leydig, vasos testiculares cddde conectivo) foi utilizado o percentual
ocupado por cada elemento no parénquima testieularvolume total do testiculo. Como a
densidade testicular € muita proxima de 1 (1,0®4)1o peso do testiculo foi considerado igual

ao seu volume (Franca, 1991).
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O calculo do comprimento total dos tubulos semin§CTTS) foi realizado com base
no volume total dos tubulos seminiferos (VTTS) selgua formula proposta por Attal; Courot
(1963); Dorst; Sajonski (1974): CTTS = VTR&? (R = diametro tubular/2).

Quantificacao celular e producéo espermatica diaria

Em 20 seccbes transversais de tubulos seminifeoguantificado o numero de
nucléolos de células de Sertoli no estadio 1 (Rigux). Com os valores do CTTS e do numero
de nucléolos de células de Sertoli (S) por secgsyersal de tubulo seminifero, foi possivel
calcular o numero total de células de Sertoli msticulo utilizando a férmula descrita por
Hochereau-de-Reviers; Lincoln (1978): NTCS = (CTXSn° corrigido de S por seccio
transversal) / espessura do corte. Para se encondaCS por grama de testiculo dividiu-se o
valor encontrado pelo peso do testiculo.

A estimativa da producéo espermatica diaria (Pappgrtir da histologia quantitativa, foi
realizada com base na formula: PED = (NTCS’x@& espermatides arredondadas por CS no
estadio 1 x frequiéncia do estadio 1) / Duracadostidde 1 em dias (Franca, 1991), sendo que o
namero de espermatides arredondadas no estadigutgAA) foi determinado apds analise de
20 seccoOes transversais de tubulos seminiferatueagdo do estadio 1 utilizada foi de 1,61 dias
segundo relatos de Franca et al. (1999). Paratee @?ED por grama de testiculo dividiu-se o
valor encontrado pelo peso do testiculo.

Para quantificar o niamero total de células de Lgeydi testiculo foi obtida a propor¢cao
entre seu nucleo e citoplasma, o volume do nudemlume do citoplasma e o volume celular
segundo metodologia proposta por Paula (1999).ob@rtéo nucleo-citoplasma foi estimada
contando-se 1000 pontos sobre as células de Legdig, auxilio da grade de contagem, em
aumento de 400x. O volume nuclear (VN) foi obtidiaando-se a férmula da esfera: VN =
4/37R*, (R = raio nuclear obtido pela mensuracdo de @@neiros de nlcleo de células de

Leydig em aumento de 1000x). O volume do citoplagw@t) foi determinado com base na
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formula: VCt = (% citoplasma x volume nuclear) /mi4cleo. Por conseguinte, o volume celular
foi o resultado da soma entre o volume do nucldo eitoplasma. De posse do volume de uma
célula de Leydig e do volume total dessas célutatesticulo, foi possivel obter seu o nimero
total por testiculo e por grama de testiculo.
Anadlise estatistica

Todos os dados foram submetidos a analise de e@igmara um delineamento
inteiramente casualizado com teste Student-NewneanskSNK) para comparacdo das medias
com 5 % de significancia. O coeficiente de cori@eage Pearson foi calculado ao nivel de 5 %
de significancia para se observar a intensidadmdelacdo entre as variaveis.
Resultados

Os dados do peso corporal e peso dos testiculosagasios com escroto bipartido e ndo
bipartido foram expressos na tabela 1. Identifiseugque o indice gonadossomatico (peso
testiculo dividido pelo peso corporal) foi de apnexdamente 0,25; 0,25 e 0,26 % para os
animais dos grupos |, Il e lll, respectivamente.

A densidade de volume dos compartimentos tubulateesticial foi de 85,57 + 1,05 e
13,60 + 1,05 % para os caprinos do grupo |, 86,648 e 12,38 £+ 0,96 % para os animais do
grupo Il e 88,54 + 4,27 e 12,08 + 4,24 % para ogrpo Il (p > 0,05). Dentre os parametros
avaliados em ambos os compartimentos testiculapEnas o epitélio seminifero e a lamina
propria mostraram diferencas entre os grupos deincap pesquisados (Tabela 1). No
compartimento intersticial, as células de Leydigstravxam-se distribuidas de maneira dispersas
(Figura 1B) e ocupavam cerca de 0,83, 1,17 e 1,280%o0lume total desse compartimento, nos
caprinos dos grupos |, Il e lll, respectivamente>(p,05). A densidade de volume dos vasos
testiculares apresentou correlacéo significativaositiva (r = 95, p < 0,05) com o volume

ocupado pelo compartimento intersticial.
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A média encontrada para a altura do epitélio sdemmifoi maior no grupo que
apresentava acentuada divisdo do escroto (Grupahiretanto, o diametro tubular n&o variou
(p > 0,05) entre os grupos de animais pesquis®tlisscaprinos do grupo | esses valores foram
de 220,49 £ 16,04 e 60,23 £ 4,88\, nos do grupo Il foram 217,34 + 16,59; 60,98@5m e
nos animais do grupo Il foram 215,32 + 15,03 023, 6,62um (p < 0,05) (Tabela 1).

O comprimento total dos tubulos seminiferos, patitalo e por grama de testiculo,
apresentou-se estatisticamente diferente entreupeg de caprinos (Tabela 1). Nos animais do
grupo | esses valores foram 2.091,92 e 24,73 metossdo grupo Il, 2.172,47 e 25,40 metros e
nos caprinos do grupo Il foram de 2.340,10 e 26nEdros (p < 0,05). Esses dados mostraram
correlacdo positiva e significativa (r = 0,91, p005) com a densidade de volume do
compartimento tubular.

Os valores dos volumes das células de Leydig eelas nucleos foram de 439,63 + 2,51
e 125,99 + 1,08m? para os animais do grupo I, 535,39 + 13,28 e 129,3,98um" para os do
grupo 11, 569,67 + 32,12 e 130,93 + 2,&1° para os caprinos do grupo Il (Tabela 2). O niimero
total dessas células, por testiculo e por gramisteculo, foi de 1,36 bilhdes e 15,59 milhdes
nos caprinos do grupo |, 2,22 bilhdes e 21,79 reBhdos animais do grupo Il, e 2,27 bilhdes e
26,73 milhdes nos do grupo 1l (p < 0,05). O cdefite de correlacdo entre a populacéo de
células de Leydig e o compartimento intersticialde 90 % (p < 0,05) e em relagéo ao volume
dos vasos intersticiais de 93 % (p < 0,05).

O numero total das células de Sertoli encontramotesticulos dos animais com escroto
bipartido e ndo bipartido mostrou-se estatisticameiferente (p < 0,05) sendo de 1,81 bilhdes
por testiculo e 21,40 milhdes por grama de testinok caprinos do grupo |1, 2,16 bilhdes por
testiculo e 25,25 milhdes por grama de testicubdwgrupo Il e 2,52 bilhdes por testiculo e

28,18 milhdes por grama de testiculo nos caprimosgmipo Il (Tabela 2). A correlagéo
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observada entre esses valores e 0 comprimentaidole$ seminiferos foi de 92 % (p < 0,05) e
com o volume dos vasos intersticiais foi de 97 % (05).

A estimativa de producdo espermatica diaria, estidulo e por grama de testiculo, nos
caprinos foi de 2,15 bilhdes e 25,42 milhdes nasnais do grupo |, 2,75 bilhdes e 32,15
milhdes nos animais do grupo Il e 3,05 bilhdes d@4nilhdes nos do grupo Il (p < 0,05)
(Tabela 2). Esses dados apresentaram correlacdtovgas significativa com a densidade de
volume das células de Leydig (r = 0,93, p < 0,05)plume dos vasos intersticiais (r = 0,95, p <
0,05), o numero de células de Sertoli (r = 0,94,(05) e o volume do epitélio seminifero (r =

0,96, p < 0,05).
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Figura 1. Fotomicrografia dos compartimentos tubular (A)ntersticial (B) dos
testiculos de caprinos do grupo lll. (A) Seccdmdvarsal de tabulo
seminifero no estadio 1 do ciclo com as célulasaataristicas:
Espermatogbnias (E), Espermatocitos priméarios emuipeno (P),
espermatides arredondadas (Ar) e nucleos de célela&Bertoli (S). (B)
Compartimento intersticial com seus principais congntes: Células de
Leydig (CL), tecido conectivo (TC) e vasos sango$ng/S). Coloracdo
Hematoxilina-Eosina. Bar. fn.
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Tabela 1. Parametros histométricos dos testiculos de caprammn escroto bipartido e ndo bipartido,
Teresina — PI, 2009

Grupo | Grupo I Grupo Il
Peso corporal (Kg) 33,20 £ 2,962 33,25 £ 4,142 (33,8,902
Peso do testiculo 84,57 + 27,792 85,52 + 18,422  42889,742
indice gonadossomatico (%) 0,25 + 0,052 0,25 +%0,03 0,26 + 0,052
Volume dos compartimentos testiculares (%):
Tubular 85,57 + 1,052 86,69 + 0,492 588; 4,272
Lamina propria 6,18 = 1,542 54£70,22 3,71+0,32
Epitélio seminifero 68,94 +&5 71,52+ 2,7% 73,44 + 4,70
Lumen 12,45+ 1,372 10,42 £/3,1 10,39 £ 0,272
Intersticial 15,60 + 1,052 12,38+ (3,96 11,08 4,242
Células de Leydig 0,83+0,422 1,17 +0,112 1,23 £ 0,302
Tecido conectivo 14,27 £1,50* 10,39 £0,922 9,04 + 3,442
Vasos 0,50 + 0,392 0,82+0,032 0,81+0,572
Diametro tubularm) 220,49 + 16,042 217,34 £ 16,592 215,32 + 15,032
Altura do epitélio seminiferqufn) 60,23 + 4,93 60,98 + 5,08 73,12 + 6,622

Comprimento total dos tibulos seminiferos p8r091,92 + 26,99 2.172,47 + 24,15 2.340,10 + 14,042
testiculo (metros)
Comprimento total dos tlibulos seminiferos por 24,73 25,40 26,16

grama de testiculo (metros)

Médias seguidas de letras diferentes indicam difersignificativa entre os grupos ao nivel de 5&significancia
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Tabela 2. Histometria das células de Sertoli e Leydig e podd espermatica diaria em caprinos com

escroto bipartido e ndo bipartido, Teresina — B0

Grupo | Grupo I Grupo Il
Células de Leydig
Diametro nucleau(m) 6,22 + 0,01 6,28 £ 0,06 6,3 £0,032
Volume celularym?®) 439,63 +2,51 535,39 + 13,28 569,67 + 32,122
Volume nucleapufn®) 125,99 +1,08 129,71 + 3,982 130,93 + 2,312
Volume citoplasmaticarg®) 313,63+2,83 405,68 +9,8% 438,74 + 31,922
Total por testiculo (x2p 1,36 + 0,14 2,22 £0,742 2,27 £ 0,542
Total por grama de testiculo (R)LO 15559+ 1,60 21,79+52%®  26,73+8,872
Células de Sertoli
Total por testiculo (x2p 1,81 +0,44 2,16 + 0,39 2,52 £0,092
Total por grama de testiculo (R)LO 21,40 + 0,61 25,25 + 1,61 28,18 + 0,122
Producédo espermaética diaria por testiculo {x10 2,15 + 0,34 2,75 £ 0,442 3,05 +0,682

Producdo espermatica diaria por grama d25,42 +1,01 32,15+ 2,12 34,10 + 0,822
testiculo (x16)

Médias seguidas de letras diferentes indicam difersignificativa entre os grupos ao nivel de 5&significancia

Discussao

Este trabalho se apresenta como o primeiro estigi@ a estrutura e funcao testicular, de
carater comparativo entre caprinos com diferentesiguracdes externa do escroto, abordando
aspectos dos compartimentos testiculares e unmaatisth da producéo espermatica diaria.

Os valores encontrados para o indice gonadossmmatis caprinos utilizados nesta
pesquisa foram menores que o0 observado para caftardo-Alpina (0,35 %) e javali (0,31 %)
(Leal et al., 2004; Almeida et al., 2006), no etdaforam maiores que o verificado para bovinos
(0,1 %), bufalos (0,04 %), capivaras (0,12 %), gaea (0,19 %) (Kenagy; Trombulack, 1986;
Franca; Russell, 1998; Paula et al., 2002; Costh,e2007).

Em muitos mamiferos, os tubulos seminiferos ocupatre 70 a 90 % do parénquima

testicular (Oke et al., 1984; Russell et al., 199@nca; Russell, 1998; Leal et al., 2004). Foi
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percebido, neste estudo, que os valores encontfadasm semelhantes aos observados por
Franca; Godinho (2003) para gatos (88,2 %), pol ékal. (2004) para caprinos da raca Pardo-
Alpina (87,7 %), por Almeida et al. (2006) paranas (86,9 %) e por Costa et al. (2007) para o
queixada. A densidade de volume e altura do epis&iminifero no testiculo dos caprinos desta
pesquisa foram maiores naqueles com maior niveipdeticdo escrotal.

O valor do diametro tubular ndo diferiu entre aprnos com escroto bipartido e os nao
bipartido, e esta proximo ao observado em capriapsoximadamente 218m) por Oke et al.
(1984); Franca; Russell (1998); Nishimura et 800 e cerca 15 % menor ao relatado por Leal
et al. (2004) também em caprinos.

O comprimento dos tubulos seminiferos por grampadénquima testicular varia de 10 a
30 metros (Setchell et al., 1994; Franca; Russell,e1998; Franca; Godinho, 2003; Almeida et
al., 2006; Costa et al., 2007). Para Leal et 8042 em caprinos da raca Pardo-Alpina foi de 20
metros, sendo este valor menor que o observadoapomos deste estudo.

A densidade de volume das células de Leydig foi pedxima da citada por Leal et al.
(2004) para caprinos, porém menor que a observadporco, capivara, javali e queixada
(Franca et al., 2000; Paula et al., 2002; Almeidal.e 2006; Costa et al., 2007). Entretanto, a
organizacdo dessas células no compartimento iiciarstos caprinos utilizados nesta pesquisa,
nao diferiu do relatado por Leal et al., (2004pedeceu a distribuicao tipo 1l (Grupos células de
Leydig espalhadas no tecido conjuntivo frouxo, algé drenado por um vaso linfatico
localizado centralmente ou excentricamente no esp#ertubular) citada por Fawcett et al.
(1973).

Além de produzir testosterona, as células de Igegdcretam varios outros horménios
importantes para manutencao das caracteristicasdigvas secundarias como comportamento
sexual e atividade das glandulas acessorias (ShE®pd; Pelliniemi et al., 1996; Leal et al.,

2004), por isso, determinar a quantidade de célidaseydig de uma espécie é importante para



75

se conhecer aspectos relacionados a espermatogéragsedade sexual. Os resultados desta
pesquisa indicaram que 0s caprinos com escrotatiipapresentam maior niumero de células
de Leydig no testiculo. Deste modo, entende-se ais elevados niveis séricos de testosterona
encontrado por Silva (2006) em caprinos que possaemiparticdo do escroto quando
comparados com aqueles ndo apresentam essa dati@etgpois tais niveis relacionam-se com a
quantidade e volume das células de Leydig encadrad intersticio testicular.

O volume dessas células, segundo a literatura, cestélacionado com quantidade de
reticulo endoplasmatico liso e com a taxa de préolalg testosterona (Ewing et al., 1979; Zirkin
et al., 1980). No entanto, ainda ndo esta bemdzdoi o motivo de tdo grande variacdo na
organizacdo das células de Leydig no testiculordasiiferos (Fawcett et al., 1973; Russell,
1996). Do mesmo modo, existe pouca informacdo sebmgrande amplitude nos valores
observados para densidade de volume das célulbsydiég (1,4 % em caprinos até 35 % em
capivaras), volume individual destas células (g6 em carneiros até 50q0n° em cavalos) e
namero de células de Leydig por grama de testicatoanimais (6 milhdes em porquinho-da-
india até 160 milhdes em javali) (Johnson; Nea®681; Lunstra; Schabancher, 1988; Russell,
1996; Franca; Russell, 1998; Leal et al., 2004; ditta et al., 2006).

As células de Sertoli aumentam durante o deseiwehto do animal e tendem a se
estabilizarem quando este atinge a maturidade kéxass et al., 1993; Franca et al., 2000). A
literatura relata que a capacidade de suporte qnve plessas células € limitada e varia segundo
cada espécie. Com base nisso, acredita-se que ermias células de Sertoli € diretamente
ligado a taxa de producéo espermatica de um anpua, relatos apontam que a eficiéncia da
espermatogénese correlaciona-se positivamente comumero de células germinativas
suportadas por cada célula de Sertoli (Sharpe,; F984ca; Russell, 1998).

Associado a isto, a densidade de volume dos t&lmdminiferos, a duracéo do ciclo do

epitélio seminifero, o numero de geracdes espeguoaiais e a taxa de degeneracdo das células
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germinativas durante a espermatogénese sao tamfygontantes parametros para determinacao
da eficiéncia espermatogénica de um animal (Johetsah, 2000; Franca et al., 2002).

O numero de células de Sertoli por grama de tdstipara os caprinos pesquisados,
situou-se em uma faixa intermediaria a observada alyuns animais como gatos, caprinos,
saguiis, suinos e queixada (Franca; Godinho, 20€d;dt al., 2004; Leal; Franca, 2006; Almeida
et al., 2006; Costa et al., 2007), apresentandoapsnos com escroto bipartido, valores maiores
aos encontrados para aqueles com escroto semid¢@part

No entanto, a eficiéncia das células de Sertolicapsinos associada a alta densidade de
volume dos tubulos seminiferos e a curta duracédcido do epitélio seminifero (10,6 dias
segundo Franca et al.,, 1999), faz com que a efigénspermatogénica ou producédo de
espermatozoides nessa espécie seja uma das naaisjaalbbservadas (Russell et al., 1990;
Franca; Russell, 1998; Franca; Godinho, 2003; Admeet al., 2006). Somando-se a essa
observacao, agrega-se ainda, que os caprinos camgrau de biparticdo escrotal apresentaram
maior taxa de producao espermatica diaria porctdste por grama de testiculo.

Conclui-se que a biparticdo do escroto em caprintesfere na histometria testicular
desses animais fazendo com que aqueles que des@ncaacteristica morfologica apresentem
maior producdo espermatica diaria e maior populagédar.
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CONSIDERACOES FINAIS

Com base nesse estudo, que teve o objetivo deaawglrocesso espermatogénico frente
ao potencial reprodutivo de caprinos, de forma @raip/a, entre 0s animais que apresentam
divisdo externa no escroto e 0s que ndo possuentcasxcteristica, pode-se afirmar que aqueles
demonstram maior eficiéncia da espermatogénesainelib, melhor potencial reprodutivo. Essa
afirmacéao é respaldada nos resultados obtidos pesiguisa, relativos ao nimero de células
germinativas e de Sertoli, rendimento da esperrdatge, além de aspectos relacionados a
histometria dos testiculos tais como densidade aleme e altura do epitélio seminifero,
comprimento total dos tubulos seminiferos, popuad® células de Leydig e producédo
espermatica diaria que foram, significativamentgesiores no grupo de caprinos com maior
grau de biparticao escrotal.

Considerando os estudos, anteriormente, realizadesa linha de pesquisa junto ao
Programa de Pds-graduacdo em Ciéncia Animal, advidd dissertacfes ja concluidas, chama-
se atencdo aos trabalhos sobre, a quantificacagl@adulas sudoriparas (NUNES, 2005) e a
termorregulacéo escroto-testicular (MACHADO JUNIOR6). Estes aspectos mostraram-se
intrinsecamente relacionados com a manutencaamzetatura testicular em um nivel adequado
ao processamento da espermatogénese e demonstya@ans caprinos com escroto bipartido
tém uma melhor capacidade de perder calor paratganena homeostase testicular.

Com o estudo estrutural desenvolvido nesta pesgpsde-se inferir que, dentre os
caprinos adaptados as condi¢des climéaticas do Bterd#o Brasil, aqueles que possuem a
caracteristica de biparticdo escrotal tendem alsessair reprodutivamente quando comparados
com 0s caprinos que nao apresentam o escrotoibgpart

Adicionalmente, tornam-se necessarias pesquisaSuggeiem avalidan vivo como esses
caprinos se comportam produtiva e reprodutivameatdim de verificar se o potencial
reprodutivo observadin vitro se repete a campo, pois 0s estudos ja realizatkzmdo o
comportamento sexual desses animais (ALMEIDA, 200BACHADO JUNIOR, 2006),
limitaram-se a observar o interesse do macho pel@d sem, entretanto, avaliar outros aspectos
ligados a reproducao.

Por fim, de posse de todos os dados referentesoagportamento produtivo e
reprodutivo desses animais, se comece um trab@tarientacdo aos criadores de caprinos no
sentido de apresentar os possiveis beneficios dgemanimais com essa caracteristica no

plantel de reprodutores.
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