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Resumo

RESUMO

No presente trabalho foram investigadas trés importantes espécies de mamiferos da
fauna brasileira: o cateto (Tayassu tajacu), que € encontrado amplamente pelas
Ameéricas e que apresenta um alto potencial para domesticacao e exploracdo comercial;
a cutia (Dasyprocta leporina) e a paca (Agouti paca), que estdo entre as maiores
espécies de roedores neotropicais, pertencentes a subordem Hystrichomorpha, e que
também apresentam um alto potencial econdmico. Como previamente estabelecido, o
conhecimento da fisiologia e biologia reprodutiva, principalmente dos aspectos ligados
a espermatogénese, € crucial para prevenir a extingdo das espécies, melhorar o0 manejo
das mesmas, e utilizar os melhores machos em programas de reproducdo natural ou
artificial. Contudo, a literatura disponivel relacionada a biologia reprodutiva e a funcdo
testicular das trés espécies selvagens em estudo ainda é muito escassa. Desta maneira,
0s objetivos do presente estudo foram obter dados que potencialmente podem ser
utilizados em programas de melhoramento reprodutivo e animal. Além disto, este
estudo fornecera importantes informacdes que poderdo ser utilizadas para estudos em
biologia reprodutiva comparada envolvendo outras espécies de mamiferos ja
investigadas. Seis pacas, oito cutias e doze catetos foram utilizados. Estes animais
foram obtidos da Universidade Federal do Parad e da EMBRAPA/PA. Os fragmentos
testiculares foram fixados em glutaraldeido a 4%, incluidos em glicol-metacrilato, e
rotineiramente processados para realizacdo de andlises estereoldgicas e histologicas,
visando-se investigar a estrutura testicular, a eficiéncia da célula de Sertoli, eficiéncia
espermatogénica e a duracdo da espermatogénese. A Ultima foi realizada através da
injecdo de timidina triciada e investigacao das frequéncias dos diferentes estadios do
ciclo do epitélio seminifero, caracterizado de acordo com o sistema da morfologia
tubular.

Os resultados encontrados para catetos demonstraram que 0 peso testicular e o indice
gonadossomatico foram 23,7 + 1,8 gramas e 0,2 + 0,1%, respectivamente. A propor¢ao
volumeétrica de tubulos seminiferos foi de 77,4 + 1,7%. As células de Leydig ocuparam
12,8 + 1,8% do parénquima testicular e apresentaram uma citoarquitetura peculiar na
periferia dos lébulos dos tubulos seminiferos. As frequéncias das fases pre-meioticas,
meiodtica, e pds-meioticas foram muito similares aos valores encontrados para o javali e
0 porco domeéstico. O ciclo espermatogénico e todo 0 processo espermatogénico
(baseado em 4,5 ciclos) duraram aproximadamente 12,3 + 0,2 e 55,1 + 0,7 dias,
respectivamente. A producdo espermatica diaria por grama de testiculo foi de
aproximadamente 23,4 + 2 x 106, valor que é similar ao encontrado para o javali e 0
porco domestico.

Em relacdo aos dados obtidos para cutias e pacas, cada ciclo espermatogénico durou 9,5
+ 0,03 e 11,5 £ 0,16 dias, respectivamente, enquanto a duracéo total da epermatogénese
para estas duas espécies foi de 42,8 + 0,16 e 51,6 £ 0,7 dias. A maioria dos parametros
espermatogénicos investigados para cutias e pacas no presente estudo foram similares
aos dados obtidos para os outros membros da subordem hystrochomorpha, incluindo as
frequéncias das fases pré-meioticas, meiotica e pos-meidtica, que sdo consideradas
filogeneticamente determinadas. Como resultado da combinacdo de altos valores da
proporcao volumetrica para tibulos seminiferos, nimero de celulas de Sertoli por grama
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de testiculo, eficiéncia da célula de Sertoli e uma duracdo relativamente curta da
espermatogénese, as eficiéncias espermatogénicas encontradas em cutias (52 + 2 x 10°)
e em pacas (39 * 2 x 10°) foram particularmente altas quando comparadas com outras
especies de mamiferos ja investigadas.

Em conclusdo, é esperado que os dados obtidos, no presente trabalho, para as trés
espécies de mamiferos selvagens possam ser Uteis em estudos relacionados a programas
de conservacdo, reproducdo/producdo e melhoramento animal, fornecendo também
importantes informagdes que podem ser utilizadas em estudos sobre a biologia
reprodutiva comparada com outras espécies de mamiferos previamente investigadas.
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ABSTRACT

In the present work we have investigated three important mammalian species
from the Brazilian fauna: the collared peccary (Tayassu tajacu) that is found throughout
the Americas, with a high potential for domestication and commercial exploitation; and
the agouti (Dasyprocta leporina) and paca (Agouti paca), which are among the largest
Neotropical rodent species alive, belonging to the Hystrichomorpha suborder, and that
present high economic potential. As it is already established, the knowledge of
reproductive biology and physiology, mainly those aspects related to spermatogenesis,
is critical for preventing species from extinction, improving species management, and
utilizing males in natural and artificial reproductive programs. However, the literature
available related to the reproductive biology and testicular function for these three wild
species is still scarce. Therefore, the objectives of the present study were to obtain data
that potentially could be utilized in reproductive and animal improvement programs.
Besides that, this study will provide important information that can be used for
comparative reproductive biology with others mammalian species already investigated.
Six pacas, eight agoutis, and twelve adult peccaries were utilized. These animals were
obtained from the Federal University of Par4d and EMBRAPA/PA. The testes fragments
were fixed in 4% buffered glutaraldenyde, embedded in glycol methacrylate, and
routinely processed for stereological and histological analyses, aiming to investigate
testis structure, Sertoli cell efficiency, spermatogenic efficiency, and the duration of
spermatogenesis. The latter was accomplished by injecting tritiated thymidine and
investigating the frequencies of the different stages of the seminiferous epithelium
cycle, characterized according to the tubular morphology system.

The results found for peccaries showed that the testis weight and gonadosomatic
index were 23.7 + 1.8 grams and 0.2 £ 0.1%, respectively. Seminiferous tubule volume
density was 77.4 = 1.7%. Leydig cells occupied 12.8 + 1.8% of the testis parenchyma
and presented a peculiar cytoarchitecture in the periphery of the seminiferous tubule
lobes. The premeiotic, meiotic and postmeiotic phase frequencies were very similar to
those found for wild and domestic boars. The spermatogenic cycle and entire
spermatogenic process (based on 4.5 cycles) lasted approximately 12.3 £ 0.2 and 55.1 +
0.7 days, respectively. Daily sperm production per gram of testis in the collared peccary
was approximately 23.4 + 2 x 10°, which is similar to that of domestic and wild boars.

In relation to the data obtained for agoutis and pacas each spermatogenic cycle
lasted 9.5 + 0.03 and 11.5 + 0.16 days, respectively, whereas the total duration of
spermatogenesis for these two species were 42.8 + 0.16 and 51.6 + 0.7 days. Most of the
parameters investigated in the present study for agoutis and pacas were similar to those
obtained for the other members from the hystrochomorpha suborder, including the
premeiotic, meiotic and postmeiotic stage frequencies, that are considered to be
phylogenetically determined. As a result of the combination of high values of
seminiferous tubule volume density, number of Sertoli cells per testis gram, Sertoli cell
efficiency and a relatively short duration of spermatogenesis, the spermatogenic
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efficiencies found in agoutis (52 + 2 x 10°) and pacas (39 + 2 x 10°) were particularly
high when compared to the mammalian species already investigated.

In conclusion, we expect that the data obtained in the present work for the three
mammalian wild species investigated could be useful in studies related to animal
reproduction/production and improvement and conservational programs, providing also
important information that may be used for comparative reproductive biology with
previously investigated mammalian species.
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1 - INTRODUCAO E REVISAO DE LITERATURA
1. INTRODUCAO GERAL

O Brasil conta com numero variado e complexo de recursos naturais de grande
potencial econdmico que necessitam ainda de ser investigados tanto do ponto de vista
basico quanto aplicado. No que concerne a fauna, poucas espécies selvagens tém sido
investigadas, principalmente nos aspectos relacionados com a protecéo, conservacgao e
aproveitamento econdmico das mesmas. Por exemplo, na regido Amazonica sdo varias
as espécies silvestres que fazem parte dos habitos alimentares de populagGes rurais,
dentre elas podem ser mencionadas a paca (Agouti paca), a cutia (Dasyprocta leporina)
e o cateto (Tayassu tajacu) (Curtis & Saavedra, 1991; Baia Junior, 2006; Guimaraes et
al., 2008). No entanto, é necessario 0 manejo adequado destas espécies, para que
represente nesta regido uma fonte de consumo protéico permanente. Uma das formas de
se contornar a questdo do estoque populacional, e a0 mesmo tempo contemplar a
demanda socio-econémica natural, é a criacdo e exploracdo de animais selvagens com
potencial zootécnico, tanto com objetivo comercial quanto para conservacdo dos
mesmos (Hosken, 1999; Guimaraes et al., 2005; Guimarées et al., 2008; Mayor et al.,
2007). No intuito de regulamentar a criacdo e exploragdo comercial de animais
silvestres, 0 IBAMA, através da Instrucdo Normativa nimero 169 (IN169 - IBAMA,
2008), dita que apenas o cateto, a queixada, a capivara, a cutia e a paca podem ser
criados, comercializados e abatidos. A criagdo em cativeiro de espécies silvestres pode,
também, representar uma forma de aumentar a produtividade de éareas rurais
consideradas marginais (Nogueira-Filho, 1997; Baia Junior & Guimardes, 2006),
possibilitando ainda a ndo introducdo de outras espécies de mamiferos exdticos com
objetivos comerciais e que potencialmente poderiam causar danos ecoldgicos. Desta
forma, para que sejam formados sistemas de criacdo eficientes e produtivos, varios
parametros basicos sobre a biologia destas espécies devem ser conhecidos. Dentre eles,
seguramente, um dos mais importantes seria 0 conhecimento detalhado sobre a biologia
reprodutiva destas espécies. Segue abaixo uma breve caracterizacdo das trés espécies
investigadas no presente estudo, que séo o cateto, a cutia e a paca.

1.1. CATETO (Tayassu tajacu)

Embora os pecarideos e 0s porcos apresentem aparente semelhanca, sua
classificacéo e distribuicdo geogréafica sdo diferentes (Adega et al., 2008). Os pecarideos
pertencem a familia dos mamiferos Tayassuidae (3 espécies) e sdo nativos do Novo
Mundo, enquanto os porcos pertencem a familia Suidae (16 espécies) e sdo nativos do
Velho Mundo (Bosma et al., 2004). O cateto ou catitu (Tayassu tajacu; ver Figura 1
abaixo) é uma das duas espécies de pecarideos mais difundidas, sendo a outra espécie a
gueixada (Tayassu pecari) (Keuroghlian et al., 2004).
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Figura 1. Exemplar de Tayassu tajacu. Fonte: http://www.vivaterra.org.br/cateto

O cateto possui pelagem cinza escuro e caracteriza-se pela presenca de uma
faixa de pélos brancos ao redor do pescoco. O comprimento corporal varia de 75 a 100
cm e o peso corporal de 14 a 30 kg. (Sonner et al., 2004). As matrizes de cateto podem
comegar a se reproduzir a partir dos 8-10 meses de idade. O periodo de gestacdo dura
aproximadamente 145 dias com 70% das fémeas apresentando dois partos por ano, e
cada ninhada geralmente é composta por dois filhotes (Mayor et al., 2007).
Infelizmente, o cateto estad entre os animais selvagens mais cacados na América Latina
(Redford & Robinson, 1991), principalmente pelo fato de sua carne servir de fonte
protéica para populacGes de baixa renda (Bodmer et al., 1997). Uma das formas de se
tentar diminuir a caca predatdria seria conservar as populac@es naturais de cateto,
através do manejo sustentavel e criacdo em cativeiro desta espécie (Sowls, 1984), o que
ja vem sendo realizado com sucesso em algumas propriedades rurais. Outro fator de
interesse comercial dos catetos esta relacionado com a qualidade de sua carne, visto que
0 seu sabor é bastante apreciado e possui um baixo contetdo de colesterol (Lopes,
2007). Além da carne, existe grande interesse em seu couro, para o0 qual ha uma grande
demanda no mercado internacional. Os principais paises importadores do couro de
cateto sdo a Italia, a Alemanha e a Franca. Nestes paises, ele é industrializado na forma
de artigos de luxo como calcados finos, luvas, casacos, carteiras e cintos, que por sua
vez sdo exportados principalmente para os EUA e Japdo (Sowls, 1997). A biologia
reprodutiva dos catetos tem sido muito pouco estudada, os dados disponiveis na
literatura relacionados com a histologia e a fisiologia testicular nesta espécie sdo raros
(Andréa et al., 2001, Sonner et al., 2004; Filgueira et al., 2005; Souza, 2008; Batha,
2009) e pouco esclarecedores. Desta forma, como serd descrito adiante, o presente
trabalho teve como um dos seus objetivos principais investigar detalhadamente a fungéo
testicular em catetos, empregando-se material preparado com técnicas morfol6gicas que
permitem analises bastante precisas.

1.2. CUTIA (Dasyprocta sp.)

As cutias pertencem a familia Dasyproctidae e ao género Dasyprocta, que
compreende doze espécies e 33 subespécies (Moreira & MacDonald, 1997). Possuem
ampla variabilidade geogréafica distribuindo-se desde o sul do México até o norte da
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Argentina. As mesmas estdo presentes em diversos habitats, como floresta de terra
firme, varzea, mata ciliar, savana Umida, savana arbustiva, florestas secundarias e em
areas cultivadas (Moreira & MacDonald, 1997). A cutia (ver Figura 2 abaixo) é um
animal exclusivamente terrestre alimentando-se principalmente de folhas, raizes e
frutos.

Figura 2. Exemplar de Dasyprocta sp. Fonte: http://www.vivaterra.org.br/cutia

Esta espécie pode ser domesticada facilmente e sua carne possui alto valor
econémico e nutricional, sendo rica em proteinas (27,7%), com baixo teor de lipideos
(2,4%), carboidratos (1,6%), fibras (0,3%) e residuos (2,9%) (Roman, 1997). Dentre as
varias espécies de cutia, o tamanho (41,5 a 62 cm) e o0 peso corporal (1,3 a 4 kg) sédo
bastante variaveis. O periodo de gestacdo € em média 104 dias e a duracdo média de seu
ciclo estral é em torno de 32 dias. Sabe-se que em cativeiro a cutia se reproduz o ano
inteiro. A mesma apresenta reproducédo do tipo poliestral continua, sendo, portanto, um
animal de facil adaptacdo ao cativeiro (Guimardes, 1997). A puberdade da fémea ocorre
em média aos 9 meses de idade (Ferreira, 2004). Nos machos, a puberdade é alcancada
por volta dos 8-9 meses e a maturidade sexual entre 0 16° e 17° més de idade (Ferreira,
2004). No nosso conhecimento, a literatura sobre a biologia da reproducdo de cutias
machos € ainda muito incipiente (Ferreira, 2004; Assis-Neto, 2003a; Assis-Neto, 2003b;
Menezes et al., 2003).

1.3. PACA (Agouti paca)

A paca (Agouti paca; ver Figura 3 abaixo) pertence a familia Agoutidae e ao
género Agouti. A mesma é um dos maiores roedores nativos dos bosques da América
Tropical, perdendo em tamanho apenas para a capivara (Matamoros, 1982) e se distribui
desde o Sul do México até o Paraguai (Mondolfi, 1972).
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Figura 3. Exemplar de Agouti paca. Fonte: http://www.vivaterra.org.br/paca

Este roedor, de pelagem curta e castanha, com faixas claras e irregulares na
por¢édo lateral do corpo, possui um corpo alongado com patas curtas e unhas muito
afiadas propicias para cavar as tocas (Oliveira, 2002). Esta espécie vive em torno de 10
a 15 anos na natureza e cerca de vinte anos quando em cativeiro (Oliveira et al., 2007).
Os animais adultos de ambos os sexos pesam entre 7 a 10 kg. Em condicGes naturais,
estes animais sdo de natureza agressiva e solitaria, territorial e socialmente intolerante,
de habito noturno e se reproduzem durante todo o ano, apesar de possuirem baixo indice
reprodutivo (Oliveira et al., 2007). Ja em cativeiro, as pacas podem mudar de seu
comportamento agressivo e anti-social para animais socidveis e de facil manejo, ap6s
somente uma geragdo, vivendo, inclusive, em grupos de qualquer tamanho e
composicao sexual (Oliveira et al., 2007). Ao que parece, a paca atinge a maturidade
sexual em torno de 10 meses de idade e seu periodo de gestacdo é de aproximadamente
115 dias, ao término do qual nasce normalmente um filhote (Oliveira et al., 2007;
Guimardes et al., 2008) e raramente dois ou mesmo trés filhotes sdo observados (Lange,
1998). Porém, a fémea possui dois pares de glandulas mamarias demonstrando este
carater que mais filhotes podem ser procriados (Smythe, 1995). A espécie é apreciada
pelo sabor considerado excelente de sua carne e possui potencial relativamente alto para
ser domesticado e explorado economicamente (Smythe, 1987), fornecendo ainda couro
de boa qualidade. Tais caracteristicas fazem da paca uma das espécies mais cacadas na
América Latina (Stradiotti, 2006). Segundo a Unido Internacional para a Conservacao
da Natureza (International Union for Conservation of Nature — IUCN, 2009), a paca
encontra-se com baixo risco de extin¢do, embora essa situacao nao seja estavel. Apesar
da paca ser potencialmente viavel do ponto de vista econdmico, existem poucos
trabalhos publicados a respeito de sua biologia reprodutiva, os quais, geralmente, fazem
abordagem superficial dos aspectos relacionados com a morfologia do sistema genital e
com o0 processo espermatogénico (Matamoros, 1981; Pashov & Matamoros, 1984;
Urena et al.,, 1988; Carretta Junior, 2008). Também em relacdo ao estudo das
caracteristicas fisicas e morfologicas do sémen de paca, os resultados podem ser
considerados ainda preliminares (Machado & Ohashi, 1996).

1.4. POSICAO TESTICULAR EM MAMIFEROS

Embora na maioria dos mamiferos, os testiculos localizem-se dentro do escroto,
em algumas espécies os testiculos estdo permanentemente ou mesmo transitoriamente
localizados na cavidade abdominal (Setchell & Breed, 2006). As espécies nas quais 0
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descenso testicular foi completo durante a vida fetal passam a apresentar os testiculos
dentro do escroto, tornando-se os mesmos pendulosos (EX. primatas e artiodactilos). J&
as espécies que possuem os testiculos situados dentro da cavidade abdominal, os
mesmos podem estar localizados em diferentes regiGes. Por exemplo, em baleias, tatus e
tamanduas, os testiculos se localizam proximos da bexiga e da parede abdominal dorsal.
Ja em morcegos, ouricos e focas, os testiculos se localizam préximo aos rins e da parede
abdominal ventral. Enquanto em mussaranhos e topeiras os testiculos estdo localizados
numa evaginagdo que é denominada de saco cremastérico situado na regido posterior da
cavidade abdominal (Setchell & Breed, 2006).

O significado bioldgico da evolucdo do escroto é ainda uma das &reas que
despertam intenso debate (Setchell & Breed, 2006). Alguns grupos de pesquisa
postulavam que a migracao testicular para o escroto ocorria para diminuir a temperatura
na cauda do epididimo, permitindo assim o armazenamento dos espermatozoides
(Wenderlin & Nilsonne,1999). Por outro lado, outros grupos também demonstraram que
a espermatogénese ficava interrompida nas fases meioticas e espermiogénicas quando se
aumentava a temperatura escrotal para valores similares a temperatura corporal. Desta
forma, foi concluido que a passagem do testiculo para o escroto representava uma
adaptacdo secundaria a necessidade metabdlica das citadas fases espermatogénicas
(Bedford et al.,1982). Também j& foi proposto que o descenso testicular prevenia uma
alta taxa de mutacdo que poderia ocorrer nas células germinativas (Short, 1997). No
entanto, uma vez que em varias espécies de mamiferos os testiculos permanecem dentro
da cavidade abdominal, a0 que parece a necessidade funcional para que ocorra o
descenso testicular continua ainda em aberto e mais estudos sdo necessarios para que
este importante aspecto da biologia da reproducdo nos machos seja esclarecido.

O descenso testicular pode ser dividido em trés fases: translocacdo abdominal,
migracao transinguinal e migracdo inguinoescrotal (Amann & Veeramachaneni, 2007).
As duas primeiras fases ocorrem durante a vida fetal. Enquanto a dltima fase ocorre
apo6s o nascimento em alguns roedores e no cdo doméstico e, durante a vida fetal, em
humanos, suinos, bovinos e carneiros (Setchell & Breed, 2006). Em roedores, é
observado que o canal inguinal ndo regride, permitindo que, mesmo em animais adultos,
0 testiculo possa migrar rapidamente do escroto para a cavidade abdominal. Ja& em
humanos, o canal inguinal fecha normalmente ap6s o descenso testicular (Setchell &
Breed, 2006). Anatomicamente, é possivel perceber algumas diferencas entre o cateto e
as outras duas espécies de roedores investigadas neste trabalho. Maior detalhamento a
respeito da posicao testicular nas trés espécies em estudo é tratado a seguir.

1.4.1 Cateto (Tayassu Tajacu)

Nos catetos, o escroto é facilmente observado e localiza-se ventralmente ao
anus, projetando-se na superficie corporal. A semelhanca do restante do corpo, a pele do
escroto apresenta pigmentacdo, estando, no entanto, desprovida dos pélos tipicos dos
Tayassuideos, (que sdo caracteristicamente longos e espessos) possuindo apenas alguns
pélos mais delicados. Em estacdo, os testiculos projetam-se caudalmente na superficie
corporal, sdo facilmente distinguiveis sob o escroto e a rafe escrotal € profunda,
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separando o escroto em duas lojas testiculares bem pronunciadas (Miglino et al., 2004;
ver Figura 4 abaixo).

v —— - ,"‘ A i
Figura 4. Localizacdo do escroto (E) em catetos em A e presenca da rafe escrotal pronunciada em B.
Fonte: modificado de Sonner et al., 2004

1.4.2 Cutia (Dasyprocta sp.)

Na cutia ndo foram observados limites externos nitidos do escroto. Porém, o
mesmo € visivel externamente quando os testiculos sdo pressionados da regido
abdominal em direcdo a regido pélvica (Menezes et al., 2003; ver Figura 5 abaixo).

Figura 5. Fotografia da regido inguinal da cutia. Evidencia-se em A a regido inguinal (I)
desprovida da presenca do escroto. Em B observa-se, apds pressdo exercida na regiao
abdominal, a presenca dos testiculos no escroto (E). Nota-se, ainda, o 6stio prepucial
(cabeca de seta) e 0 pénis (P) em posicéo ventral. Fonte: Menezes et al., 2003.
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1.4.3 Paca (Agouti paca)

Na paca, assim como na cutia (MENEZES, 2003), dependendo da época da
reproducdo, os testiculos localizam-se temporariamente na cavidade abdominal, no
escroto ou no trajeto inguinal devido ao fato destas especies apresentarem uma
comunicacdo livre entre a cavidade peritoneal e o escroto. Segundo Borges (2003), o
escroto de pacas foi evidenciado em apenas um espécime de seu estudo, enquanto nos
demais exemplares ndo foi notado qualquer esboco externo do escroto (ver Figura 6
abaixo).

Figura 6. Fotografia da regido inguinal de pacas. Em A, observa-se apenas a regido
escrotal (seta branca) e, em B, 0 escroto é bem evidente (seta preta). Fonte: modificado
de Borges, 2003.

1.5. FORMA E ESTRUTURA DO TESTICULO EM MAMIFEROS

Embora de maneira geral o testiculo seja um 6rgdo ovoide ou arredondado na
maioria das espécies de mamiferos, outras formas, mais alongadas, podem também ser
observadas (Setchell & Breed, 2006). O testiculo é um érgdo com fungdes exdcrina e
enddcrina envolvido por uma espessa capsula de tecido conjuntivo, a tdnica albuginea.
Esta tunica, de maneira variada nas diferentes espécies de mamiferos, envia trabéculas
de tecido conjuntivo, os septos testiculares, para o interior do 6rgdo até a regido do
mediastino testicular, dividindo o testiculo em I6bulos. Existe uma grande variacdo
entre as diferentes espécies de mamiferos com relacdo a quantidade de tecido conjuntivo
que forma estas trabéculas (Russell et al., 1990), bem como na quantidade do mesmo na
regido do mediastino testicular (Franca & Russell, 1998; Paula, 1999). A artéria
testicular e seus ramos e veias correm na face interna da tunica albuginea, sendo
normalmente bastante visiveis externamente (Amann, 1981).

Funcionalmente, o testiculo dos mamiferos pode ser dividido em dois
compartimentos principais: o compartimento intertubular ou intersticial, também
chamado de espaco intertubular, e 0 compartimento de tubulos seminiferos (Russell et
al., 1990). Os elementos componentes do compartimento intertubular sdo as células de
Leydig, vasos sangiiineos e linfaticos, nervos e uma populacdo celular variével
constituida principalmente de fibroblastos, macréfagos e mastocitos (Russell et al.,

8



Introdugéo e Revisdo da Literatura

1990). Apesar de existir grande variacao entre as diversas espécies quanto a proporgao
volumeétrica dos diferentes componentes do compartimento intertubular (Fawcett et al.,
1973; Franca & Russell, 1998), a célula de Leydig € usualmente o tipo celular mais
frequente neste compartimento. Assim, por exemplo, o percentual ocupado pelas
mesmas nos testiculos de animais sexualmente maduros e no periodo reprodutivo pode
variar de aproximadamente 1% em carneiros até cerca de 35% em capivaras (Fran¢a &
Russell, 1998; Paula, 1999). O compartimento dos tubulos seminiferos constitui a maior
parte do testiculo, ocupando, na grande maioria dos mamiferos, de 70% a 90% do
parénquima testicular (Franca & Russell, 1998). Estes tGbulos formam algas bastante
contorcidas, as quais possuem suas duas extremidades conectadas a rede testicular,
localizada numa regido bastante rica em vasos e tecido conjuntivo e também
denominada de mediastino testicular. A partir desta regido, a rede testicular encontra-se
conectada ao epididimo através dos ductulos eferentes.

Os tubulos seminiferos sdo constituidos por tunica propria, epitélio seminifero e
lume tubular. A tdnica propria reveste o tubulo externamente, sendo composta de
células peritubulares midides e matriz extracelular. No epitélio seminifero séo
encontrados dois tipos celulares de origem embrioldgica distintas: as células
germinativas originarias do epiblasto e as células de Sertoli provenientes do epitélio
celomatico (Karl & Capel, 1998; DeFalco & Capel, 2009). Juntamente com as células
peritubulares midides, as células de Sertoli elaboram a membrana basal que serve de
suporte estrutural para a propria célula de Sertoli e para as células germinativas que se
encontram na porcdo basal do epitélio seminifero. As células de Sertoli, através de
juncbes de oclusdo, dividem o epitélio seminifero em dois compartimentos, o
compartimento basal onde se localizam as espermatogbnias e 0Ss espermatocitos
primarios na fase inicial da profase meidtica (pré-leptdtenos e leptotenos), e o
compartimento adluminal, no qual encontram-se os espermatocitos primarios a partir da
fase de zigbteno, espermatocitos secundarios e espermatides. Desta forma, o
compartimento adluminal estd totalmente sob o controle das células de Sertoli, que
propicia um microambiente isolado e imunoprivilegiado (barreira de célula de Sertoli)
essencial para o desenvolvimento do processo espermatogénico (Russell et al., 1990;
Fijak & Meinhardt, 2006). No lume tubular encontram-se o fluido secretado pelas
células de Sertoli e os espermatozoides recém-espermiados. Com excecdo das células
germinativas que se originam do epiblasto, as células somaticas constituintes dos
testiculos s@o consideradas procedentes do mesonéfro e do epitélio celomatico (Karl &
Capel, 1998; DeFalco & Capel, 2009).

Existe grande variacdo no numero e nas dimensdes (diametro e comprimento)
dos tubulos seminiferos nas diferentes espécies de mamiferos (Franga & Russell, 1998).
O camundongo, por exemplo, possui aproximadamente 20 tubulos seminiferos por
testiculo perfazendo no total cerca de 2 metros de comprimento tubular por testiculo
(Bascom & Ostrud, 1925). Ja no suino doméstico existem de véarias centenas a alguns
poucos milhares de tabulos seminiferos por testiculo e aproximadamente 5000 metros
de tubulos no total (Franca & Russell, 1998). De maneira geral, o valor observado para
o didmetro tubular na grande maioria das espécies de mamiferos esta na faixa de 180pum
a 300pum (Roosen-Runge, 1977).
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1.6. ESPERMATOGENESE EM MAMIFEROS

A espermatogénese é um processo altamente complexo e bem organizado, que
ocorre nos tabulos seminiferos, e que dura cerca de 40 a 60 dias na maioria dos
mamiferos (Franca & Russell, 1998; Franca et al., 1998; Godinho, 1999, Hess &
Franca, 2007). Baseado em caracteristicas morfologicas e funcionais, o processo
espermatogénico pode ser dividido em trés fases: (a) fase proliferativa ou
espermatogonial, caracterizada por vérias e sucessivas divisdes mitoticas dos diferentes
tipos de espermatogdnias; (b) fase meiodtica ou espermatocitaria, na qual ocorre a
duplicacdo do DNA, a recombinacdo génica e duas divisdes meioticas (reducional e
equacional) que resultam na formacgdo de uma célula hapl6ide denominada espermatide;
e (c) fase de diferenciacdo ou espermiogénica, onde as espermaétides arredondadas
passam por drasticas alteragdes morfologicas e funcionais tais como a formacdo do
acrossoma, do flagelo e a condensacdo nuclear, resultando numa célula altamente
especializada, o espermatozoide, o qual estard apto para o processo de capacitacdo
(Russell et al., 1990; Sharpe, 1994).

1.6.1 Fase espermatogonial

Na fase espermatogonial ou proliferativa, as espermatogdnias tronco se dividem
originando outras espermatogbnias tronco (autorenovacdo) ou células germinativas
comprometidas com a formacdo de espermatozdides (diferenciacdo). As
espermatogdnias tronco fazem parte de uma subpopulacdo de espermatogonias
denominadas de indiferenciadas, compostas pelas espermatogbnias  Aisoladas
(espermatogonias tronco), espermatogonias Apareadas € €Spermatogonias Aainhadas: A OULra
subpopulacdo € denominada espermatogbnias diferenciadas, sendo compostas das
espermatogonias A;, Ay, As, A4, Intermedidrias e espermatogdnias tipo B. Além desta
definicdo funcional, no testiculo de mamiferos as espermatogbnias tronco sao
morfologicamente caracterizadas como as Unicas espermatogbnias sem pontes
intercelulares (de Rooij & Russell, 2000). As espermatogonias Apareadas € A alinhadas, qUe
estdo mais comprometidas com a diferenciacdo e a formacdo de espermatozoides,
guando sofrem injarias ou mesmo guando sao transplantadas em um testiculo de animal
receptor, quebram suas pontes citoplasmaticas, comportam-se como espermatogdnias
tronco (de Rooij & Grootegoed 1998; de Rooij 2001; Nakagawa et al., 2007). Neste
contexto funcional, as espermatogbnias tronco Ajsoadas POdem ser denominadas de
espermatogonias tronco atual e as espermatogonias Aparcadas € A alinhadas €
espermatogonias tronco potencial (Nakagawa et al., 2007).

Trabalhos, fundamentados em caracteristicas morfolOgicas, sugerem que as
espermatogonias indiferenciadas possuem localizagdo preferencial (nicho) nos tabulos
seminiferos em camundongos, ratos e hamsteres (Chiarini-Garcia et al., 2001; Chiarini-
Garcia et al., 2003; do Nascimento et al., 2009). Resultados semelhantes foram obtidos
utilizando-se diversas técnicas, tais como transplante de células germinativas, as quais
demonstraram que as espermatogonias indiferenciadas se localizam preferencialmente
em regides dos tubulos seminiferos adjacentes aos vasos sanguineos e as células de
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Leydig (nicho) e, a medida que se diferenciam, as células resultantes se afastam dessa
regido do tubulo (Yoshida et al., 2007). Outros estudos indicam que as células de Sertoli
presentes nos tbulos seminiferos também participam da formag&o do nicho, secretando
fatores de crescimento que regulam a autorrenovacao das espermatogdnias tronco, como
ERM (Ets related molecule ou ETV5-Ets variant gene 5), GDNF (Stem Cell Factor) e
FGF2 (Stem Cell Factor), além de fatores que promovem a diferenciacdo das mesmas,
tais como a activina A, BMP4 e SCF, enquanto as células de Leydig contribuem com a
secrecdo do CSF1, que também pode ser importante na formacdo e manutencdo do
nicho (Chen et al., 2005; Morrow et al., 2007; de Rooij, 2009). As espermatogdnias
apresentam o CSF1R (Stem cell factor) e quando estes receptores sdo ativados, as
espermatogonias tronco se proliferam (Kokkinaki et al., 2009).

1.6.2 Fase espermatocitaria

As espermatogbnias B sofrem a ultima divisdo mitdtica e originam dois
espermatocitos primarios conhecidos como pré-leptoteno. Estas células representam o
comeco da profase meidtica (Hess & Franca, 2007). A préfase da primeira divisdo
meidtica € longa e subdividida em cinco estadgios denominados de pré-leptéteno,
leptoteno, zigdteno, paquiteno e diploteno. No estagio inicial, os espermatocitos
primarios em pre-leptdteno realizam a ultima sintese de DNA nas células germinativas.
No estagio seguinte, 0s espermatocitos em leptdteno apresentam aumento do volume
celular e distribuicdo homogénea de cromatina no ndcleo. Nos espermatdcitos em
zig6teno ocorre espessamento cromossdmico, inicio de pareamento dos cromossomos
homologos e formacdo do complexo sinaptonémico, sendo este Gltimo visivel somente
sob microscopia eletrénica de transmissdo (Billard, 1986; Grier & Neidig, 2000,
Nobrega, 2006). Este complexo persiste até o final do estagio de paquiteno que é a fase
mais longa da profase meidtica, na qual ocorre a recombinacédo e a segregacdo génica,
importante para a diversidade de individuos da mesma espécie, com 0S Cromossomos
apresentando-se completamente pareados e compactos. Durante a Meiose |, 0s
paquitenos aumentam também de tamanho antes de se transformarem em dipl6tenos que
se dividem para formar os espermatocitos secundarios (células 2n). Essas células,
caracterizadas pela morfologia arredondada, citoplasma escasso e nicleo com cromatina
condensada, passam rapidamente por uma segunda divisdo meiética (Meiose Il) para
produzir células hapléides (células 1n), denominadas de espermaétides (Billard, 1969;
Russell et al., 1990; Hess & Franca, 2007).

1.6.3 Fase espermiogénica

A fase que corresponde a transformacdo de espermétides arredondadas em
espermatides alongadas e a maturagdo e espermiacéo dos espermatozoides no limen do
tubulo seminifero é conhecida como fase espermiogénica ou de diferenciagdo (Hess &
Franca, 2007). Baseado no sitema de desenvolvimento do acrossoma, esta fase de
diferenciacdo das espermatides requer pelo menos 4 etapas conhecidas como: fase de
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Golgi, fase dos granulos acrossomais (Capuz), fase acrossomal e fase de maturacdo
(Russel et al., 1990; Hess & Franga, 2007).

1.6.3.1 Fase de Golgi

O aparelho de Golgi é muito importante durante os estadios iniciais da
espermatogénese e a formacdo do acrossomo depende, principalmente, desta organela.
Uma caracteristica especial do aparelho de Golgi € que o mesmo produz vesiculas e
granulos ricos em componentes enzimaticos que serdo fundamentais para o
desenvolvimento dos granulos acrossomicos (Russel et al., 1990; Hess & Francga, 2007).

1.6.3.2 Fase dos granulos acrossomais (capuz)

As espermatides arredondadas iniciais usualmente apresentam duas pequenas
vesiculas nas quais somente ocasionalmente os granulos pré-acrossémicos estéo
presentes. No final deste estadio, os pequenos granulos pré-acrossémicos coalescem
para formar uma grande vesicula acrossdmica contendo um dnico granulo acrossémico
e esta vesicula geralmente se encontra em contato com o ndcleo e comeca a se espalhar
e achatar levemente (Russel et al., 1990; Hess & Francga, 2007).

1.6.3.3 Fase acrossomal

Esta fase é caracterizada por modificagdes nos ndcleos, acrossomos e nas caudas das
espermatides em desenvolvimento. Desta forma, as modificacdes de desenvolvimento
sdo favorecidas pela rotacdo de cada espermatide de modo que o acrossomo €
direcionado a base do tubulo seminifero, e a cauda por sua vez em dire¢do ao lumen. As
espermatides sofrem marcante remodelamento e reducdo de tamanho. Essa reducdo se
deve basicamente pela grande condensacdo da cromatina, alcancada pela substituicdo
das histonas pelas protaminas no nucleo, o que permite maior compactacdo do DNA; e
pela eliminacdo do excesso de citoplasma, que € usualmente fagocitado pelas células de
Sertoli (Franca et al., 1994; Hess & Franca, 2007). O acrossomo, externamente aderente
ao nucleo, também se condensa e se alonga com a finalidade de corresponder a forma
do nucleo. Estas modificacbes na forma de nucleo e do acrossomo parecem ser
“moldadas” pelas células de Sertoli circundantes. Durante a espermiogénese também
ocorre a formacdo do flagelo e da peca intermediaria onde se concentram as
mitocondrias.

1.6.3.4 Fase de Maturacéao

Envolve a transformacéo final das espermétides alongadas em espermatozoides que
serdo liberadas para a luz dos tabulos seminiferos. A modificacdo da forma do nucleo e
do acrossomo de cada espermatide, iniciada na fase anterior, produz espermatozoéides
caracteristicos para cada espécie. Dentro do nucleo, os granulos de cromatina sofrem
progressiva condensagdo até formarem um fino material homogéneo que preenche
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totalmente, ou mesmo parcialmente, o nicleo dos espermatozoides (Russel et al., 1990;
Hess & Franga, 2007).

Nos tubulos seminiferos, as células germinativas ndo estdo organizadas ao acaso
e sim em associacdes celulares caracteristicas denominadas de estadios, os quais se
sucedem com o tempo de maneira bastante ordenada, formando o ciclo do epitélio
seminifero. Os estadios do ciclo podem ser classificados pelo método da morfologia
tubular (Berndtson, 1977; Franga & Russell, 1998; Hess & Franca, 2007) e pelo método
do sistema acrossomico (Leblond & Clermont, 1952; Russell et al., 1990; Hess &
Franca, 2007). No primeiro caso, 8 estadios do ciclo sdo obtidos para todas as espécies,
enquanto pelo sistema acrossdmico o numero de estadios varia de seis a quatorze nas
espécies ja investigadas (Russell et al., 1990; Franca & Russell, 1998; Franca et al.,
1999; Hess & Franca, 2007).

1.7. CELULAS DE SERTOLI

Durante o0 processo espermatogénico, as células de Sertoli e as células
germinativas interagem de maneira bastante complexa, tanto fisica quanto
bioquimicamente. Existem diversas formas de juncOes intercelulares entre estes dois
tipos celulares, incluindo-se os desmossomos, jungdes do tipo “gap”, jungdes a base de
actina, conhecidas como especializacbes ectoplasmaticas, e complexos tdbulos-
bulbares. Apesar de serem postuladas varias fungdes para estes dispositivos juncionais,
existem ainda poucas evidéncias experimentais para sustentar o papel preciso dos
mesmos (Russell & Griswold, 1993). No entanto, fica bastante evidente a necessidade
da interacdo das células germinativas com os componentes somaticos do testiculo,
principalmente células de Sertoli, Leydig e peritubulares midides, para que o processo
espermatogénico transcorra de maneira normal e eficiente (Russell et al., 1994; Franca
& Russell, 1998; Welsh et al., 2009). A integridade funcional da membrana basal
elaborada pelas células de Sertoli e peritubulares miodides € também essencial para o
processo espermatogénico (Dym, 1994).

Nos testiculos de animais sexualmente maduros, as células de Sertoli estéo
completamente diferenciadas. A variacdo consideravel na forma e estrutura da célula de
Sertoli, durante o ciclo do epitélio seminifero, demonstra o alto grau de plasticidade
desta célula, o que reflete as alteragdes morfologicas e funcionais que ocorrem nas
células germinativas (Russell et al., 1993). Além da formacdo da barreira de célula de
Sertoli ja comentada anteriormente, as células de Sertoli desempenham outras funcdes
essenciais para o desenvolvimento das células germinativas. Assim, podem ser citadas o
fornecimento de nutrientes e inimeros outros fatores importantes para as células
germinativas, mediacdo da acdo do FSH e da testosterona na espermatogénese,
fornecimento de suporte fisico (sustentacdo) para as celulas espermatogénicas,
participacdo ativa no processo de liberagdo (espermiagdo) das espermatides para o lume
tubular, fagocitose do excesso de citoplasma (corpos residuais) resultante da liberacéo
das células espermiadas e fagocitose de células germinativas que sofrem apoptose. As
celulas de Sertoli secretam ainda fluido em diregdo ao lume tubular, o qual possui
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substancias importantes para a funcdo epidimaria e maturacdo espermaética, servindo
também de veiculo para o transporte dos espermatozoides. A secrecdo de fluido também
ocorre em direcdo ao compartimento intertubular, estando a mesma envolvida com os
mecanismos de regulacdo paracrina de outros tipos celulares do testiculo tais como as
células peritubulares midides, Leydig e musculares lisas dos vasos (Russell & Griswold,
1993; Sharpe, 1994; Franca & Russell, 1998; Hess & Franca, 2007). As células de
Leydig e as células peritubulares miodides também possuem importantes interacoes
funcionais com as células de Sertoli, conforme j& foi sugerido anteriormente.

1.8. CELULAS DE LEYDIG

As células de Leydig sdo bastante conhecidas por sua marcante producdo de
androgenos, 0s quais sdo sintetizados a partir de uma molécula base, o colesterol
(Bardin, 1996). Esta producdo de andrdgenos ocorre através de estimulos do LH
(hormbnio luteinizante) em receptores localizados na membrana citoplasmatica das
células de Leydig. A semelhanca do FSH, o LH é uma glicoproteina sintetizada e
secretada na adenohipdfise sob a influéncia do horménio liberador de gonadotrofinas
(GnRH) proveniente do hipotalamo. O controle “feedback” negativo do LH ¢ exercido
pela testosterona tanto na adenohipofise quanto no hipotdlamo (Shupnike &
Schreihofer, 1997). Nos testiculos, existem receptores para andrégenos nas células de
Sertoli, células peritubulares miodides, musculares lisas dos vasos e na propria célula de
Leydig (Suarez-Quian et al., 1999). Dentre os andrégenos sintetizados pelas células de
Leydig incluem-se a testosterona e a diidrotestosterona, 0s quais sao responsaveis pela
diferenciacdo do trato genital masculino e da genitalia externa na fase fetal (Pelleniemi
et al., 1996) e pelo aparecimento dos caracteres sexuais secundarios e a manutengdo
quantitativa da espermatogénese a partir da puberdade (Sharpe, 1994; Zirkin et al.,
1994; De Gendt et al., 2004) embora tenha sido demonstrado recentemente que o FSH
também participa na manutencdo da espermatogénese (Russell et al., 1993; Meachem et
al.,, 1999). Particularmente, a diidrotestosterona € responsavel pela manutencédo
funcional das glandulas sexuais acessorias e do epididimo (Fan & Robaire, 1998; Goyal
etal., 1999).

1.9. DURACAO DA ESPERMATOGENESE

O processo espermatogénico dura cerca de 30 a 75 dias nos mamiferos ja
estudados (Russell et al., 1990; Franca & Russell, 1998; Hess & Franca, 2007). A
duracdo deste evento é considerada como uma constante biologica espécie-especifica
que esta sob o controle do gendtipo da célula germinativa (Franca et al., 1998). De
maneira geral, em torno de 4,5 ciclos sd0 necessarios para Qque O Processo
espermatogénico se complete em mamiferos, ou seja, desde uma espermatogdnia do
tipo A até a liberagdo dos espermatozoides no lume do tdbulo seminifero (Amann &
Schanbacher, 1983; Franca & Russell, 1998). Também € importante ser mencionado
que os valores encontrados para a duragdo da espermatogénese nas especies de
mamiferos investigadas até o presente momento (~1,5% de aproximadamente 4.000
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espécies existentes; Nowak, 1999) indicam que fatores filogenéticos ndo séo
determinantes para a duragdo da espermatogénese (Franca & Cardoso, 1998; Franca et
al., 2005). No entanto, consideravel numero de estudos sugere fortemente que as
frequéncias dos estadios do ciclo, quando agrupados em fases pré-meiotica e pds-
meidtica, podem ser determinadas pela proximidade filogenética entre as diferentes
especies de mamiferos (Franca & Russell, 1998; Leal & Franca, 2006; Almeida et al.,
2006; Costa et al., 2008).

Diversas metodologias tais como irradiacdes por raios-X, raios gama e injegdes
de radioisotopos tém sido empregadas para se estimar a duracdo do ciclo do epitélio
seminifero (Franga, 1991). Dentre estas, as mais utilizadas atualmente séo a injecao de
timidina triciada e a inje¢cdo de bromodeoxiuridina (Franga, 1991; Nakai, 2004). No
caso especifico da timidina triciada, os estudos sdo desenvolvidos através de técnica
denominada de radioautografia, a qual permite detectar, com alto poder de resolucdo em
microscopia de luz (Swierstra & Foote, 1965), a energia beta emitida pelo radiois6topo
que se incorporou as células investigadas, e que possui a propriedade de sensibilizar
emulsdes fotograficas (Blumen & Merzel, 1976; Bundy, 1995). Conforme Clermont e
colaboradores (1959), a timidina triciada é um marcador especifico para células que
estejam sintetizando DNA no momento de injecdo do radioisétopo. Tais células no
epitélio seminifero compreendem os diferentes tipos de espermatog6nias encontradas
em todos os estadios do ciclo do epitélio seminifero e os espermatocitos primarios em
preleptéteno/leptoteno, ocorrendo nestes espermatdcitos a Ultima sintese de DNA nas
células espermatogénicas. Desta forma, preleptotenos/leptotenos marcados sdo pontos
de referéncia para se calcular a duracdo da espermatogénese a partir da injecdo de
timidina triciada nos diferentes intervalos de tempo eventualmente utilizados (Franca,
1991).

O conhecimento das frequéncias relativas dos estadios do ciclo do epitélio
seminifero, aliado as analises dos radioautogramas, permite o célculo da duragdo do
ciclo espermatogénico e dos demais eventos do processo espermatogénico (Clermont &
Trott, 1969; Clermont, 1972; Franca & Cardoso, 1998; Franca et al., 1999), bem como a
estimativa da producdo espermatica diéria.

2.0. QUANTIFICACAO DA ESPERMATOGENESE

Normalmente existe correlacdo positiva entre o didmetro tubular e a atividade
espermatogénica do testiculo (Franca & Russell, 1998). Assim, o estudo quantitativo
das células que compbdem o epitélio seminifero, em seccdes transversais de tubulos
seminiferos, € importante para o entendimento do processo espermatogénico (Roosen-
Runge & Giesel Jr., 1950; Franga, 1991; Franca & Russell, 1998; Godinho, 1999; Hess
& Franga, 2007). Este estudo permite, ainda, entendimento mais completo da
espermatogénese e também de como a estrutura testicular se comporta em condi¢des
experimentais e patoldgicas (Franca et al., 1995; Rocha et al., 1999). Também neste
aspecto, a obtencdo da propor¢do volumeétrica (%) entre os diversos componentes do
testiculo, bem como a estimativa do tamanho e ndmero de células de Leydig por
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testiculo, fornecem importantes dados para se avaliar a funcéo testicular (Russell et al.,
1990; Franca, 1991).

Estudos recentes mostram que o nimero de células de Sertoli por testiculo é o
principal fator na determinacdo da producdo espermatica e do tamanho do testiculo
(Hess et al., 1993; Franca et al., 1995; Rocha et al., 1999). Tal pressuposto baseia-se no
fato de que as células de Sertoli tém capacidade de suporte de células germinativas
relativamente fixa para cada espécie, e que a populacdo deste tipo celular mantém-se
estavel apos a puberdade (Franca & Russell, 1998; Sharpe et al., 2003), ndo havendo
alteracdo no seu nimero ao longo dos estadios do ciclo do epitélio (Roosen-Runge &
Giesel, 1950; Bustos-Obregon, 1970; Wing & Chistensen, 1982; Franca, 1991; Franga
et al., 1994). Desta forma, o nimero de células germinativas suportadas por uma Unica
célula de Sertoli é a melhor indicagdo da eficiéncia funcional da célula de Sertoli e da
producdo espermatica (Sinha-Hikim et al., 1988; Franca & Russell, 1998; Hess &
Franca, 2007). A relacdo da producdo espermatica didria com o nimero de células de
Sertoli, ou com o peso do testiculo, é estabelecida na fase espermatogonial (Johnson et
al., 1994; Johnson et al., 2008). Em termos de eficiéncia da producdo espermatica por
unidade de éarea de tObulo seminifero o indice mais importante € o numero de
espermatides alongadas por célula de Sertoli (Sinha-Hikim et al., 1988; Franca &
Russell, 1998; Hess & Franca, 2007). Os indices de células de Sertoli, que
correspondem as raz@es entre o numero de células germinativas e o nimero de células
de Sertoli propiciam, ainda, base para o0 estudo de alteracbes no processo
espermatogénico, em decorréncia de condicGes patologicas e terapéuticas (Sinha-Hikim
et al., 1985; Russell et al., 1990), dentre outras.

A producdo espermatica diaria por grama de testiculo é uma abordagem bastante
eficaz para se medir a eficiéncia espermatogénica, sendo bastante Util nas comparagdes
entre diferentes espécies. A alta eficiéncia da espermatogénese observada em
determinadas espécies de mamiferos é decorrente, principalmente, do alto nimero de
células de Sertoli por grama de testiculo e alta capacidade de suporte das células de
Sertoli, alto percentual de tabulos seminiferos no testiculo, maior nimero de geractes
de espermatogdnias, baixa perda de células durante a espermatogénese e curta duracédo
do ciclo do epitélio seminifero (Franca & Russell, 1998; Johson et al., 2000).

Para avaliacdo da producdo espermatica diaria, varios métodos tém sido
utilizados. Dentre estes métodos, podem ser citados aqueles que se baseiam na
histologia quantitativa dos testiculos, na estimativa da reserva espermaética testicular
através da contagem hemocitométrica de células espermaticas em homogeneizados do
parénquima testicular, na quantificagdo de espermatozoides ejaculados. E na coleta de
espermatozodides diretamente através de canulacdo do ducto deferente ou da rede
testicular (Amann, 1970; Berndtson, 1977). Cada uma destas técnicas apresenta
vantagens e desvantagens, envolvendo o tempo do procedimento, a determinagdo do
evento espermatogénico submetido a alguma alteracéo, a necessidade da caracterizagdo
dos estadios do ciclo do epitélio seminifero, a possiveis perdas de espermatozdide
eventualmente fagocitados no epididimo, a capacidade reprodutiva futura do animal e o
tempo de permanéncia da canula na rede testicular ou ducto deferente. A escolha da
técnica para o calculo da producdo espermatica é variavel de acordo com o que se
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deseja investigar no experimento. Os métodos histolégicos e hemocitométricos sdo
igualmente validos para se estimar a produgdo espermatica de animais normais. No
Laboratdrio de Biologia Celular do ICB-UFMG, o método histoldgico é empregado
mais rotineiramente para o calculo da producdo espermatica, sendo levado em
consideracdo o comprimento total de tabulos seminiferos por testiculo, nimero de
células de Sertoli por testiculo, razdo entre 0 nimero de espermatides por célula de
Sertoli e freqliéncia e duracdo de um determinado estadio do ciclo, dependendo da
espécie investigada (Franca, 1992; Godinho, 1999; Rocha, 1999; Costa et al., 2008;
Silva et al., 2009). Este método histométrico é relativamente simples e tem propiciado
resultados t&o acurados quanto aqueles obtidos com metodologias mais tradicionais
(Amann & Almquist, 1962). Além de estimar a eficiéncia espermatogénica, a analise
histoldgica do testiculo nos possibilita verificar se 0 processo espermatogénico ocorre
normalmente ou ndo e no ultimo caso, se uma eventual anormalidade, deve-se a falha na
divisdo de células especificas e/ou se maior nimero de perdas celulares (apoptoses) séo
encontradas e, ainda, quais células sdo as mais acometidas por apoptose.

17



2. JUSTIFICATIVA E OBJETIVOS

18



Justificativa e objetivos

2 -JUSTIFICATIVA E OBJETIVOS
2.1. JUSTIFICATIVA

Na utilizacdo de machos para a reproducédo, tanto natural quanto artificial, é
fundamental o conhecimento da funcdo testicular, principalmente dos aspectos
relacionados a atividade espermatogénica. Este conhecimento torna-se mais relevante
em espécies de importancia econdmica e que possam ser criadas em cativeiro para
comercializagdo. A instru¢cdo normativa nimero 169 do IBAMA indica que apenas
cinco espécies de mamiferos silvestres poderiam ser utilizadas para este fim e, dentre
elas, encontramos a paca, a cutia e o cateto. Neste contexto, dentre outros pardmetros, a
determinacdo da eficiéncia espermatogénica (producdo espermatica diaria por grama de
testiculo) poderia propiciar eventualmente o melhor manejo e exploracdo dos
reprodutores de destacado potencial genético (Amann, 1970; Amann & Schanbacher,
1983; Franca, 1991).

2.2. OBJETIVO GERAL

Conforme ja foi comentado anteriormente, a literatura disponivel até o presente
momento sobre a biologia reprodutiva de machos adultos de paca, cutia e cateto, é
bastante escassa. Desta forma, o objetivo do presente estudo é de caracterizar a estrutura
e a funcdo testiculares tanto do ponto de vista qualitativo e quantitativo, através de
analises microscopicas. Em ltima analise, os resultados obtidos propiciardo
importantes dados basicos sobre a eficiéncia espermatogénica destas importantes
espécies silvestres.

2.3. OBJETIVOS ESPECIFICOS
e Capitulo 1 - Realizar a analise biométrica, histoldgica e morfométrica do testiculo e,
também, estimar a duracdo do processo espermatogénico, a eficiéncia da célula de
Sertoli e a producdo espermatica diaria em catetos sexualmente maduros.
e Capitulo 2 - Realizar analise comparativa sobre a biometria, histologia e morfometria

testicular e, também, determinar a duracdo da espermatogénese, eficiéncia da célula de
Sertoli e producdo espermatica diaria em cutias e pacas sexualmente maduras.
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Spermatogenic cycle length and sperm production in a feral pig species (collared

peccary, Tayassu tajacu)
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Abstract

Although the collared peccary (Tayassu tajacu) is found throughout the Americas, with
a high potential for domestication and commercial exploitation, there are few data on
the reproductive biology of this mammalian species. The aim of the present study was
to investigate testis structure, spermatogenic cycle length, Sertoli cell efficiency and
spermatogenic efficiency. Twelve adult peccaries were used for biometrical,
histological and stereological analyses, three of which received intratesticular injections
of ®H-thymidine for the determination of the duration of spermatogenesis. Testis weight
and gonadosomatic index were 23.7+1.8 grams and 0.2+0.1%, respectively.
Seminiferous tubule volume density was 77.4+1.7%. Leydig cells occupied 12.8+1.8%
of the testis parenchyma and presented a peculiar cytoarchitecture in the periphery of
the seminiferous tubule lobes. The premeiotic, meiotic and postmeiotic stage
frequencies were very similar to those found for wild and domestic boars. The
spermatogenic cycle and entire spermatogenic process (based on 4.5 cycles) lasted
approximately 12.3+0.2 and 55.1+0.7 days, respectively. Daily sperm production per
gram of testis in the collared peccary was approximately 23.4+2 x 10°, which is similar
to that of domestic and wild boars. The knowledge generated in the present study could
be used in reproduction and animal improvement programs and provides important
information that may be used for comparative reproductive biology with previously

investigated mammalian species.

Key words: testis, spermatogenesis, stereology, spermatogenic efficiency,

spermatogenic cycle; collared peccary (Tayassu tajacu).
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1. Introduction

Knowledge on the reproductive biology and physiology of mammals remains
extremely limited, especially with regard to the most basic reproductive parameters of
wild animals (Wildt, 2005). The collared peccary (Tayassu tajacu) is found in a variety
of habitats from the southwestern United States to southern Paraguay (Gilbert, 1999),
such as the Sonoran desert, chaco, rainforest, Brazilian savannah, wetlands and
deciduous forest (Emmons and Feer, 1997). Collared Peccaries normally feed on fruits,
roots, tubers, palm nuts, grasses, invertebrates and small vertebrates. Also, collared
peccaries are diurnal animals that live in groups of one to twenty individuals, averaging
between six and nine members (Sowls, 1997). Among the terrestrial vertebrates in
neotropical forests, the collared peccary is one of the most hunted species (Robinson
and Redford, 1991; Peres, 1996) as an important source of protein (Bodmer et al, 1997).
Due to the importance of its meat and the pelt trade in local economies, such as the
Amazon region, the collared peccary is considered a suitable species for captive

breeding programs in many Latin America countries (Bodmer et al, 1997; Sowls, 1984).

Knowledge on the male reproductive biology and physiology — especially
aspects related to spermatogenesis — is fundamental to preventing species from
extinction as well as improving species management and enhancing male reproductive
capacity in natural and artificial breeding programs (Comizzoli et al, 2000). Although
testis structure and organization are very similar in mammals, each species may exhibit
particular morphofunctional characteristics, such as those related to phylogenetic

aspects, reproductive strategy/behavior (Setchell and Breed, 2006; Kerr et al, 2006).

The total duration of spermatogenesis takes approximately 4.5 cycles and lasts

from 30 to 75 days in mammals (Franca and Russell, 1998; Leal and Franca, 2006; Hess
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and Franca, 2007). Cycle length is generally considered constant for a given species
(Clermont, 1972) and is under the control of germ cell genotype (Franca et al, 1998).
Knowledge on spermatogenic cycle length is fundamental for determining
spermatogenic efficiency (daily sperm production per gram of testis), which is useful
for comparisons between species (Hess and Franca, 2007; Amann, 1962; Franca et al,

2005; Costa et al, 2008).

There are few reports in the literature concerning male reproductive biology of
the collared peccary. Thus, the main objectives of the present study were to perform a
detailed, comprehensive, biometrical, histological and stereological analysis of the testis
as well as estimate spermatogenic cycle length, spermatogenic efficiency and Sertoli

cell efficiency in sexually mature collared peccaries.

2. Materials and methods

2.1 Animals

Twelve adult peccaries weighing approximately 23 + 3 kg were analyzed. The
animals were obtained from the Federal University of Pard and EMBRAPA/PA, located
in northern Brazil (Amazon rainforest; 1° 27' S 48° 29' W). Based on testicular weights
and histological evaluations, Low (1970) did not find any evidence of circannual
reproductive rhythm in the collared peccary and males from this species remain
reproductively fertile throughout the year (Hellgren et al, 1989). Testis samples from
peccaries utilized in the present study were collected in August/September and
December. Before surgery, all animals received i.m. injections with 1 mL/20 Kg of

Stresnil® (Janssen Pharmaceutica, Sao Paulo, SP/Brazil) + 1 mL/5 Kg of Amplictil
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(Rhodia Farma Ltda, Sao Paulo, Brazil). All surgical procedures were performed by a
veterinarian and followed approved guidelines for the ethical treatment of animals.
After orchiectomy, testes were separated from the epididymis and weighed, then
cut longitudinally by hand with a razor blade into small fragments. Subsequently, these
fragments, taken from different regions of the testis and avoiding areas nearby the
mediastinum, were fixed by immersion in 4 to 5% buffered glutaraldehyde for 12 hours.
Tissue samples measuring 2 to 3 mm in thickness were routinely processed and

embedded in plastic (glycol methacrylate) for histological and stereological analyses.

2.2 Thymidine injections and tissue preparation

In order to estimate the duration of spermatogenesis, intratesticular injections
(75 pCiltestis) of tritiated thymidine [thymidine (methyl-3H), specific activity 82.0
Ci/mmol, Amersham, Life Science, England] — a specific marker of cells that are
synthesizing DNA at the moment of injection — were performed prior to orchiectomy at
three sites (25 uCi/site) near the epidydimal cauda, using a sterile hypodermic needle.
Two time intervals following thymidine injections were considered (1 hour and 21
days). Tissue samples measuring 2 to 3 mm in thickness were collected near the site of
thymidine injections, were routinely fixed and embedded as described above.

For the autoradiographic analysis, unstained testis sections (4 um) were dipped
in autoradiographic emulsion (Kodak NTB-2, Eastman Kodak Company, Rochester,
NY, USA) at 43 to 45° C. After drying for approximately one hour at 25° C, the testis
sections were placed in sealed black boxes and stored in a refrigerator at 4° C for
approximately 4 weeks. Subsequently, these testis sections were developed in Kodak D-
19 (Eastman Kodak Company, Rochester, NY, USA) at 15° C (Bundy, 1995) solution

and stained with toluidine blue.

26



Artigos

Analyses of these sections were performed by light microscopy to detect the
most advanced germ cell type labeled at the different time periods following thymidine
injections. Cells were considered labeled when four or more grains were present over

the nucleus on a low to moderate background.

2.3 Sudan I11 and Sudan black staining

For the investigation of the presence of lipids in peccary Leydig cells, testis
sections (5 um) embedded in paraffin were deparaffinized and rehydrated in diluted
ethanol (100% to 70%). These sections were then immersed in the Sudan 111 (Chroma,
Kongen, Germany) solution and Sudan Black (Sigma Chemical Co, Sao Paulo, Brazil)

solution for 20 minutes in a darkroom (van Straaten et al, 1978).

2.4 Testis stereology

The volume densities of the testicular tissue components were determined by
light microscopy using a 441-intersection grid placed in the ocular of the light
microscope. Fifteen randomly chosen fields (6615 points) were scored per testis for
each animal at 400x magnification. Seminiferous tubule diameter and epithelium
height were measured at 200x magnification using an ocular micrometer calibrated
with a stage micrometer. Thirty round or nearly round tubule profiles were chosen
randomly and measured for each animal. Epithelium height was obtained in the same
tubules used to determine tubule diameter. The total length of seminiferous tubules
(meters) was obtained by dividing seminiferous tubule volume by the squared radius

of the tubule times = (Johnson and Neaves, 1981).
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2.4 Stages of the seminiferous epithelium cycle

Stages of the cycle in collared peccary were characterized based on the shape
and location of spermatid nuclei, presence of meiotic divisions and overall composition
of the seminiferous epithelium (Leal and Franca, 2006; Amann, 1962; Courot et al,
1970). This method — known as the tubular morphology system — provided eight stages
of the seminiferous epithelium cycle, the limits of which were quite similar to those
reported by Amann (1962). As a tubular cross section could occasionally have more
than one stage, stage frequencies were based on the predominant cellular association
observed (Amann, 1962). Relative stage frequencies were determined from the analysis
of 150 seminiferous tubule cross sections per animal at 400x magnification. Both testes
were analyzed for each animal. The histological sections used were those with better

quality and more tubule cross sections.

2.5 Length of the seminiferous epithelium cycle

The duration of the spermatogenic cycle was estimated based on stage
frequencies and most advanced germ cell type labeled at different times following
thymidine injection. The total duration of spermatogenesis took into account that
approximately 4.5 cycles are necessary for this process to be completed from type A
spermatogonia to spermiation (Amann and Schanbacher, 1983). Because primary
spermatocytes' nuclear volume grows markedly during meiotic prophase (Franca et al,
1995; Neves et al, 2002; Leal and Franga, 2006), the size of their nuclei was used to
determine more precisely the location of the most advanced labeled germ cell,

particularly when these cells were present in stages showing high frequency.

2.6 Cell counts and cell numbers
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Germ and Sertoli cells

All germ cell nuclei and Sertoli cell nucleoli present in Stage 1 of the cycle were
counted in ten randomly selected round (or nearly round) seminiferous tubule cross
sections for each animal. These counts were corrected for section thickness and nucleus
or nucleolus diameter based on the method described by Abercrombie (1946) and
modified by Amann (1962). For this purpose, 10 nuclei or nucleoli diameters were
measured (per animal) for each cell type analyzed. Cell ratios were obtained from the
corrected counts obtained in Stage 1.

The total number of Sertoli cells was determined from the corrected counts of
Sertoli cell nucleoli per seminiferous tubule cross section and the total length of
seminiferous tubules (Hochereau-de-Reviers and Lincoln, 1978). Daily sperm
production (DSP) per testis and per gram of testis (spermatogenic efficiency) was
obtained according to the following formula: DSP = total number of Sertoli cells per
testis x the ratio of round spermatids to Sertoli cells in Stage 1 x Stage 1 relative
frequency (%)/Stage 1 duration (d) (Franca, 1992).

Leydig cells

Individual Leydig cell volume was obtained from nucleus volume and the
proportion between nucleus and cytoplasm. As the Leydig cell nucleus in the collared
peccary is spherical, the nucleus volume was calculated from the mean nucleus
diameter. For this purpose, 30 nuclei with an evident nucleolus were measured for each
animal. Leydig cell nucleus volume was expressed in pm® and obtained from the
formula 4/37R3, in which R = nuclear diameter/2. To calculate the proportion between
nucleus and cytoplasm, a 441-point square lattice was placed over the sectioned

material at 400x magnification and 1000 points over Leydig cells were counted for each
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animal. The total number of Leydig cells per testis was estimated from the individual

Leydig cell volume and the volume occupied by Leydig cells in the testis parenchyma.

3. Results

3.1 Biometric data and testis volume density

Mean testis weight for the collared peccaries investigated in the present study
was 23.7 £ 1.8 g, providing a gonadosomatic index (testis mass divided by body weight)
of 0.21 + 0.1% (Table 1). The mean percentage for the tunica albuginea was 11.9 +
0.9%. Volume density of seminiferous tubules and Leydig cells was 77.4 + 1.7 and 12.8
+ 1.8%, respectively (Table 1). Therefore, Leydig cells occupied nearly 60% of the
intertubular compartment. In all samples evaluated, these cells exhibited a peculiar
organization and were located mainly in the periphery of the seminiferous tubule lobe
(Fig. 1A). Moreover, their cytoplasm was heavily filled with dark pigments (Fig. 1B),
which were demonstrated to be lipids by Sudan black and Sudan Il staining (Fig. 1C-
D). Mean tubular diameter and epithelium height were 255 + 6 and 80 + 2 um,
respectively (Table 1). Based on the volume of the testis parenchyma (testis volume
minus weight of tunica albuginea), volume occupied by seminiferous tubules in the
testis and tubular diameter, there were 15.3 £ 1 and 320 + 31 meters of seminiferous

tubules per gram of testis and per testis, respectively.

3.2 Stages of the seminiferous epithelium cycle and relative stage frequencies
Based on the criteria used for determination of stages using the tubule

morphology system, eight stages of the cycle were characterized, as follows (Figure 2):

Stage 1
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Only one spermatid generation was present in this stage. Spermatids exhibited
round nuclei and formed several layers within the upper part of the seminiferous
epithelium. Type B spermatogonia and preleptotene were located closer to the basal
lamina; and pachytene spermatocytes were usually sandwiched between round

spermatids and preleptotene spermatocytes.

Stage 2

In this stage, spermatid nuclei began elongation and the chromatin of the early
elongated spermatids was more condensed than in the previous stage. Primary
spermatocytes were in transition from preleptotene to leptotene. Type A spermatogonia

were also observed in this stage.

Stage 3

Elongated spermatids first formed bundles with their heads oriented towards the
Sertoli cell nuclei, usually located at the base of the tubule. Young primary
spermatocytes exhibited characteristics of leptotene cells. At the end of this stage,
pachytene spermatocyte transitioned into the diplotene phase of the first meiotic
prophase. The nuclei in type A spermatogonia were more frequent and similar in

appearance to those seen in the previous stages.

Stage 4

The main characteristic of this stage was the presence of meiotic figures of the
first and second divisions. Secondary spermatocytes and early round spermatids were
also observed. Zygotene and diplotene spermatocytes were present. Elongated

spermatid bundles were located within Sertoli cell crypts at about the middle portion of
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the seminiferous epithelium. A higher number of type A spermatogonia nuclei were

present.

Stage 5

Two generations of spermatids were found in this stage: newly-formed round
and elongated spermatids. Elongated spermatid bundles were more packed and some
were located deep within the epithelium. Type A spermatogonia nuclei were observed at
the base of the tubule. Early pachytene spermatocytes were the predominant cell type

located between round spermatids and the basal lamina.

Stage 6

The elongated spermatids bundles had moved toward the seminiferous tubule
lumen. In comparison to the previous stage, pachytene spermatocytes nuclei were more
distant from the basal lamina. Intermediate spermatogonia were found and type A

spermatogonia were occasionally present in this stage.

Stage 7

Elongated spermatids bundles had dissociated and spermatid nuclei were located
close to the tubular lumen; small residual bodies were also present. Type B
spermatogonia were found in this stage and the nuclei of this cell type were
characterized by a round to ovoid shape and large amount of heterochromatin.
Pachytene spermatocytes, round and elongated spermatids were the other germ cell

types found in this stage.

Stage 8
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The main characteristic of this stage was the location of elongated spermatids
just being released at the luminal portion of the seminiferous tubule. Large residual
bodies were observed just below elongated spermatids. Overall, the nuclear morphology
of the round spermatids, pachytene spermatocytes and type B spermatogonia in this

stage were similar to those in the previous stage.

The mean percentage of each of the eight stages was as follows: Stage 1- 16.3%
+ 1; Stage 2- 11.1% + 0.7; Stage 3- 10.8% + 0.7; Stage 4- 11.3% + 1; Stage 5- 12% =+
0.9; Stage 6- 12.3% * 0.9; Stage 7- 8.9% * 0.7; and Stage 8- 17.3% = 0.8. Thus, Stages
8 and 1 were the most frequent and Stage 7 was the least frequent. The frequencies of
the premeiotic (Stages 1 to 3), meiotic (Stage 4) and postmeiotic (Stages 5 to 8) stages

were approximately 38%, 11%, and 51%, respectively.

3.3 Length of the seminiferous epithelium cycle

The most advanced labeled germ cell types observed at the different time
periods investigated after thymidine injections are displayed in Table 2 and Figures 3
and 4. Approximately one hour after injection, these cells present at the end of Stage 2
(they went through 98% of this stage) and located in the basal compartment, were
identified as preleptotene spermatocytes or cells in the transition from preleptotene to
leptotene (Fig. 3A). The most advanced germ cells labeled 21 days after thymidine
injection were round spermatids at the end of Stage 8 and these cells have traversed
approximately 90% of this stage (Fig. 3B).

Based on the most advanced labeled germ cell type and stage frequencies, the
mean duration of the seminiferous epithelium cycle was estimated as 12.3 + 0.2 days.

The duration of the various stages of the cycle was determined taking into account cycle
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length and the percentage of occurrence of each stage. As expected, the shortest was
Stage 7 (1.09 days) and the longest was Stage 8 (2.13 days). As approximately 4.5
cycles are necessary for the spermatogenic process to be completed, the total length of

spermatogenesis in the collared peccary was estimated as 55.1 + 0.7 days.

3.4 Testis stereology

Tables 3 and 4 display the data related to testis stereology. The meiotic index
(measured as the number of round spermatids produced per pachytene primary
spermatocyte) was 3.2 £ 0.1. This result demonstrated that at least 20% of cell loss
occurs during the meiotic prophase. Sertoli cell efficiency in the collared peccary
(estimated from the number of round spermatids per Sertoli cell) was 11.1 £ 0.7. The
number of Sertoli cells per gram of testis was 28 + 2 x 10°, whereas this number per
testis was 5.8 + 0.7 x 10°. Regarding spermatogenic efficiency, the daily sperm
production per gram of testis and per testis was approximately 23.4 + 2 x 10°and 4.9 +
0.6 x 10°, respectively. Nucleus volume and size in Leydig cells were 193 + 24 and
1170 + 99 um®, respectively. The number of Leydig cells per gram of testis was 120 +

21 x 10° whereas 2.5 + 0.5 x 10° cells were found per testis.

4. Discussion
Despite its considerable economic potential, there are very few studies in the
literature on the reproductive biology of the collared peccary (T. tajacu), particularly
data related to testis structure and function. The results of the present study demonstrate
that although the cycle length in the collared peccary is not short, spermatogenic

efficiency and Sertoli cell efficiency are relatively high, suggesting that this species has
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a fairly good potential for use in reproduction and animal improvement programs aimed
at exploiting the species commercially.

The relative mass of seminiferous tissue determines how much space is devoted
to sperm production. In general, species with testes that have a high proportion of
seminiferous tubule tissue produce more sperm per unit mass, mainly when this aspect
is associated with a higher number of Sertoli cells per testis and higher number of germ
cells per Sertoli cell (Sertoli cell efficiency) (Franca and Russell, 1998; Hess and
Franca, 2007; Franca et al, 2000; Johnson et al, 2008). Furthermore, germ cell loss
(apoptosis), which occurs normally during spermatogenesis, plays an important role in
establishing sperm production (Hess and Franca, 2007). Table 5 compares several
important testicle parameters between the collared peccary and both domestic and wild
boars. Despite the longer duration of spermatogenesis in the collared peccary, the
spermatogenic efficiency found for this species was similar to that cited in the literature
for domestic and wild boars. It is likely that the slower germ cell pace in peccaries is
compensated by the higher number of Sertoli cells per gram of testis and greater Sertoli
cell efficiency in comparison to domestic and wild boars, respectively. Germ cell loss
during meiosis is similar in peccaries and domestic pigs.

Peccaries and pigs belong to the Artiodactyla order and respectively to the
Tayassuidae and Suidae families, having diverged approximately 40 million years ago
from a common ancestor (Adega et al, 2008). The gonadosomatic index of peccaries is
half the value found for domestic pigs. This is perhaps the result of extensive
reproductive selection to which most domestic pig breeds have been submitted over the
centuries.

Leydig cells are important to quantitatively normal spermatogenesis (Ewing and

Zirkin, 1983; Deslypere and Vermeulen, 1984) and other important functional aspects,
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such as the function of male accessory organs/glands and sexual behavior/strategy
(Setchell and Breed, 2006; Kerr et al, 2006). The size and number of Leydig cells per
gram of testis are also known to exhibit remarkable variation between different
mammalian species (Hess and Franca, 2007; Christensen and Fawcett, 1966). A number
of studies comparing different mammalian species have demonstrated the amount of
testosterone produced is strongly correlated with the bulk of the smooth endoplasmic
reticulum and mitochondria in Leydig cells (Haider, 2004; Saraiva et al, 2008).
Although Leydig cells size in peccaries may differ from the values observed for
domestic and wild boars (Franca et al, 2005; Franca and Cardoso, 1998; Almeida et al,
2006), the number per gram of testis in these three related species is quite high and
situated on the upper level for the mammalian species investigated thus far (Hess and
Franca, 2007). Moreover, the amazingly large number of lipids found in peccary Leydig
cells could represent an interesting model for investigating the steroidogenic pathway in
mammals. However, we do not know why Leydig cells in peccaries have a peculiar
organization and distribution around the lobes of the seminiferous tubules. In an attempt
to better understand the organization and cytoarchitecture of the testis in the collared
peccary, we are developing longitudinal studies evaluating different testis regions, from
the mediastinum/rete testis to the tunica albuginea. As spermatogonial stem cells are
preferentially located in microenvironments called “niches”, and this microenvironment
is provided in the somatic Sertoli cell, the basement membrane and cellular components
of the intertubular space (Hofmann, 2008), peccaries might represent an interesting
model for investigating spermatogonial stem cell niche regulation and Sertoli/Leydig
cell interactions.

The frequencies of the eight stages characterized and grouped in the premeiotic

and postmeiotic phases of spermatogenesis are similar in the collared peccary, wild boar
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and domestic pigs (Almeida et al, 2006). This observation is in agreement with a
number of reports in the literature (Franca and Russell, 1998; Costa et al, 2008; Almeida
et al, 2006; Neves et al, 2002; Leal and Franca, 2009), suggesting that phylogeny is
strongly related to stage frequencies when grouped in premeiotic and postmeiotic
phases. Although the morphology of germ cells in peccaries was very similar to those
described for the domestic (Swierstra, 1968; Franca and Cardoso, 1998) and wild pigs
(Almeida et al., 2006), the germ cells associations in peccaries resembled more those
observed for the wild boar. For instance, the most advanced labeled germ cells 1-5
hours post-thymidine injection was preleptotene/leptotene present in stage 1 in the
domestic pig (Swierstra, 1968; Franca and Cardoso, 1998), whereas these labeled cells
were located at the end of stage 2 in peccaries (present study) and wild boar (Almeida et
al., 2006).

Comprehensive investigations on testis structure and function are essential for
comparative studies and a better understanding of reproductive biology, behavior and
strategy. Despite the considerable economic potential of the collared peccary, this
species remains poorly investigated. The results of the present study demonstrate that, in
spite of its longer spermatogenic cycle length, spermatogenic efficiency in peccaries is
similar to that obtained for the previously investigated species of the Suidae family. The
results on Sertoli cell efficiency in the collared peccary suggest that this Tayassuidae
species has a fairly good potential for increasing its reproductive performance.
Therefore, we expect the knowledge generated by the present study to be useful in the
near future for improvement programs aimed at the commercial exploitation of this

interesting species.
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7. Tables

Table 1. Mean (xSEM) biometric and morphometric data regarding spermatogenesis in
collared peccary.

Parameters

Body weight (Kg) 226+0.8
Testis weight (g) 23.7+1.8
Gonadosomatic index (%) 0.21+£0.1
Tunica albuginea (%) 11.9+0.9
Testis parenchyma volume density (%)

Tubular compartment 774+ 1.7
Tunica propria 29+0.9
Seminiferous epithelium 62.6 £ 1.7

Lumen 119+14

Intertubular compartment 226+1.8
Leydig cell 12.8+1.8
Others 9.8+0.8

Tubular diameter (um) 255+ 6
Seminiferous epithelium height (um) 802
Tubular length per gram of testis (meters) 153+1
Total tubular length per testis (meters) 320+ 31

Table 2. Mean (xSEM) length (d) of the seminiferous epithelium cycle in collared

peccary.
Animal Time after Most advanced Stage of Number of Cycle length based

injection germ cell type labelled  the cycle  cycles traversed  on labeling in leptotene
1 hour PI/L® 2 - -

20.924 days® R® 8 1.690 12.38
1 hour PI/L? 2 -

20.831 days® R 8 1.745 11.94
1 hour PI/L? 2 - -

20.826days® R® 8 1.674 12.44

Mean duration of the cycle = 12.3 + 0.16 days.

2 PI/L, Preleptotene/leptotene primary spermatocytes;
P R, round spermatids;
¢ Total time after thymidine injection minus 1 hour.
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Table 3. Mean (xSEM) cell counts, cell ratios and sperm in collared peccary.

Parameters

Round spermatids : pachytene spermatocyte 32+01:1
Round spermatids : Sertoli cell nucleoli 111+0.7:1
Sertoli cell number per gram of testis (million) 28+2
Sertoli cell number per testis (x108) 58+0.7
Daily sperm production per gram of testis (million) 234+2
Daily sperm production per testis (x10%) 49+0.6

Table 4. Mean (xSEM) Leydig cell morphometry in collared peccary.

Parameters

Nuclear diameter (um) 7+0.3

Leydig cell volume (ums3) 1.170 £ 99
Nucleus volume (um3) 193+ 24
Cytoplasm volume (ums3) 977 + 84

Leydig cell number per testis (billion) 25205

Leydig cell number per gram of testis (million) 120+ 21

Table 5. Comparative parameters related to the testis morphometry and spermatogenic
events in sexualy mature collared peccary, domestic and wild boar.

Parameters Collared peccary Domestic boar® Wild boar”
Gonadosomatic index (%) 0.2 0.4 0.3
Seminiferous tubule (%) 77 83-85 87
Sertoli cells per gram of testis (million) 28 20 42
Sertoli cell efficiency (spermatids per SC) 111 124 6.6
Meiotic index (%) 3.2 (20) 3.2 (20) 2.7 (33)
Leydig cells (%) 13 10 6
Leydig cell individual size (um?) 1200 1100-2200 400
Leydig cells per gram of testis (million) 120 60-120 157
Spermatogenic cycle length (day) 12.3 8.6-9 9
Total duration of spermatogenesis (day) 55.1 38.7-40.5 40.5
Spermatogenic efficiency (DSP per gram of testis) 23.4 24-27 29
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8. Figures and Legends for figures

Figure 1. Peccary testis parenchyma. At low magnification: (A) peculiar organization
of Leydig cells (LC) around the seminiferous tubule lobe (ST). Apparently no Leydig
cells are present in the seminiferous tubule that constitutes a lobe. At greater
magnification: (B) Leydig cell cytoplasm is heavily filled with dark pigments, which
denote lipids, according to Sudan black and Sudan Il staining (C-D).

White bar = 250um; black bar = 30um.
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Figure 2. Stages 1-8 of the seminiferous epithelium cycle characterized based on
tubular morphology system: Type A spermatogonia (A); intermediate spermatogonia
(In); Type B spermatogonia (B); pre-leptotene (Pl); leptotene (L); zygotene (Z);

pachytene (P); diplotene (D) primary spermatocytes; meiotic figure (M); round

46



Artigos

spermatids (R); elongating/elongated spermatids (E); Sertoli cells (SC); and residual
bodies (Rb).

Bar = 20um.

Figure 3 -

Figure 3. Most advanced labeled germ cells found at one hour (A) and twenty one days
(B) following intratesticular injections of tritiated thymidine. Cells indicated by arrows
are preleptotene/leptotene spermatocytes in Stage 2 and round spermatids in Stage 8.

Bar = 20pum.
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Stages 1 2 3 4 5 6 7 8
Frequency (%) 16.3 1.1 108 13 12 123 8.9 173
Duration (days) 2 1.37 1.33 1.39 1.48 1.51 1.09 213
Figure 4

Figure 4. Germ cell composition and the most advanced germ cell type labeled in the
eight cycle stages and at different time periods (1 hour and 21 days) following tritiated
thymidine injections. Arabic numerals indicate stage; Roman numerals indicate the
spermatogenic cycle. The space given for each stage is a proportional representation of
its frequency and duration. Letters within each column indicate the germ cell types in
each stage of the cycle. A, Type A spermatogonia; In, intermediate spermatogonia; B,
Type B spermatogonia; PI, pre-leptotene spermatocytes; L, leptotene; Z, zygotene; P,
pachytene; D, diplotene; Il, meiotic division; R, round spermatids; E, elongated

spermatids.
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Abstract

The agouti (Dasyprocta leporina) and paca (Agouti paca) are among the largest rodent
species alive. Although these species have considerable economic potential, there are
few reports in the literature concerning male reproductive biology in sexually mature
agoutis and pacas. The objectives of the present study were to perform a detailed
stereological and histological analysis of the testis and estimate spermatogenic cycle
length in these two Neotropical rodent species as well as to compare the data with those
from other well-studied rodent members of the Hystrichomorpha and Myomorpha
suborders. Eight adult agoutis and six adult pacas were used. The spermatogenic cycle
in agoutis and pacas lasted 9.5 + 0.03 and 11.5 = 0.16 days, respectively, whereas the
total duration of spermatogenesis for these two species was 42.8 + 0.16 and 51.6 £ 0.7
days, respectively. Most of the parameters investigated were similar to those obtained
for the other members of the Hystrochomorpha suborder. As a result of the combination
of high values of seminiferous tubule volume density, number of Sertoli cells per gram
of testis, Sertoli cell efficiency and a relatively short duration of spermatogenesis, the
spermatogenic efficiency found in agoutis (52 + 2 x 10°) and pacas (39 + 2 x 10°) was
particularly high when compared to previously investigated mammalian species. The
data presented in this investigation would be useful for studies related to animal
production as well as improvement and conservation programs involving these two
large Neotropical rodent species.

Key words: testis, spermatogenesis, stereology, spermatogenic efficiency, Sertoli cells;

Leydig cells; spermatogenic cycle; Agouti (Dasyprocta sp.); Paca (Agouti paca)
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1. Introduction

The most basic reproductive characteristics of wild animals, especially
Neotropical mammals, have rarely been investigated (Dobust et al., 2004; Wildt, 2005).
Agoutis (Dasyprocta leporina) and pacas (Agouti paca) are Neotropical hystricomorph
rodents found in a variety of habitats from Mexico to Argentina, such as forests (e.g
rainforest), thick brush, savannahs and cultivated areas (Nowak, 1999). These species
belongs to two families of hystricomorph rodents: the Dasyproctidae (Dasyprocta
leporina) and Agoutidae (Agouti paca). They are intensively hunted by people for their
meat, which is considered to be a delicacy. In some areas, their numbers have declined
dramatically because of both hunting and habitat destruction (Leopold, 1959; Hall and
Dalquest, 1963; Grimwood, 1969; Baker, 1974; Mares et al., 1981; Smythe, 1978). D.
leporina and A. paca have also good potential for domestication as a protein source
(Smith, 1974; Smythe, 1978; Pachaly and Werner, 1998). In this context, the study of
the reproductive biology of these two wildlife species is of considerable economic and
conservational importance.

Knowledge on male reproductive biology and physiology — especially aspects
related to spermatogenesis — is fundamental to preventing species from extinction as
well as improving species management and enhancing male reproductive capacity in
natural and artificial breeding programs (Comizzoli et al., 2000). Although testis
structure and organization are very similar in mammals, each species may exhibit
particular morphofunctional characteristics, such as those related to phylogenetic
aspects and reproductive strategy/behavior (Setchell and Breed, 2006; Kerr et al., 2006;
Costa et al., 2009). The total duration of spermatogenesis takes approximately 4.5
cycles and lasts from 30 to 75 days in mammals (Franca and Russel, 1998; Leal and

Franca, 2006; Hess and Franca, 2007; Leal and Franga, 2009). Cycle length is generally
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considered constant for a given species (Clermont, 1972) and is under the control of the
germ cell genotype (Franca et al., 1998). Knowledge on spermatogenic cycle length is
fundamental for determining spermatogenic efficiency (daily sperm production per
gram of testis), which is useful for comparisons between species (Hess and Franca,
2007; Amann, 1962; Franca et al., 2005; Costa et al., 2008; Costa et al., 2009).

There are few reports in the literature concerning male reproductive biology in
sexually mature D. leporina and A. paca. Thus, the main objectives of the present study
were to perform a comparative and detailed biometrical, histological and stereological
analysis of the testis as well as to estimate spermatogenic cycle length, spermatogenic

efficiency and Sertoli cell efficiency in these species.

2. Materials and methods
2.1 Animals

Eight D. leporina specimens (1.5 to 2.5 years old) weighing 2.5 = 0.1 kg and six
A. paca specimens (2 to 4 years old) weighing 5.4 £ 0.5 kg were analyzed. As reported
in other studies (Smythe, 1991; Ferreira, 2004), sexual maturation of these two large
rodents occurs at 5 and 12 months of age, respectively. The animals were obtained from
the Federal University of Pard, located in northern Brazil (Amazon rainforest). As D.
leporina breeds year round (Juhani Ojasti, 1996) and the male A. paca remains
reproductively fertile throughout the year (Juhani Ojasti, 1996; Dobust et al., 2004),
testis samples from these two rodent species were collected during the Brazilian winter
(August).

Before surgery, all animals received i.m. injections with 1 ml/20 kg of Stresnil®

(Janssen Pharmaceutica, Sao Paulo, SP/Brazil) + 1 ml/5 kg of Amplictil (Rhodia Farma
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Ltda, Séo Paulo, Brazil). All surgical procedures were performed by a veterinarian and
followed approved guidelines for the ethical treatment of animals. After orchiectomy,
testes were separated from the epididymis and weighed, then cut longitudinally by hand
with a razor blade into small fragments. Subsequently, these fragments were fixed by
immersion in 4% buffered glutaraldehyde for 12 hours. Tissue samples measuring 2 to 3
mm in thickness were routinely processed and embedded in plastic (glycol

methacrylate) for histological and stereological analyses.

2.2 Thymidine injections and tissue preparation

In order to estimate the duration of spermatogenesis, intratesticular injections
(75 pCiltestis) of tritiated thymidine [thymidine (methyl-3H), specific activity 82.0
Ci/mmol, Amersham, Life Science, England] — a specific marker of cells that are
synthesizing DNA at the moment of injection — were performed prior to orchiectomy in
three sites (25 uCi/site) near the epididymal cauda, using a sterile hypodermic needle.
Two time intervals following thymidine injections were considered per each D. leporina
(1 hour and 21 days) and A. paca (1 hour and 19 days). Tissue samples measuring 2 to 3
mm in thickness were collected near the site of thymidine injections, routinely fixed and
embedded as described above. Three D. leporina and two A. paca specimens were used
for these procedures.

For the autoradiographic analysis, unstained testis sections (4 um) were dipped
in autoradiographic emulsion (Kodak NTB-2, Eastman Kodak Company, Rochester,
NY, USA) at 43 to 45° C. After drying for approximately one hour at 25° C, the testis
sections were placed in sealed black boxes and stored in a refrigerator at 4° C for

approximately 4 weeks. Subsequently, these testis sections were developed in Kodak D-
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19 (Eastman Kodak Company, Rochester, NY, USA) solution at 15° C (Bundy, 1995)
and stained with toluidine blue.

Analyses of these sections were performed by light microscopy to detect the
most advanced germ cell type labeled at the different time periods following the
thymidine injections. Cells were considered labeled when five or more grains were

present over the nucleus on a low to moderate background.

2.3 Testis stereology

The volume densities of the testicular tissue components in D. leporina and
A. paca were determined by light microscopy using a 441-intersection grid placed in
the ocular of the light microscope. Fifteen randomly chosen fields (6615 points) were
scored per testis for each animal at 400x magnification. Seminiferous tubule
diameter and epithelium height were measured at 200x magnification using an ocular
micrometer calibrated with a stage micrometer. Thirty round or nearly round tubule
profiles were chosen randomly and measured for each animal. Epithelium height was
obtained in the same tubules used to determine tubule diameter. The total length of
seminiferous tubules (meters) was obtained by dividing seminiferous tubule volume

by the squared radius of the tubule times = (Johnson and Neaves, 1981).

2.4 Stages of the seminiferous epithelium cycle

Stages of the cycle in D. leporina and A. paca were characterized based on the
shape and location of spermatid nuclei, presence of meiotic divisions and overall
composition of the seminiferous epithelium (Leal and Franca, 2006; Amann, 1962;

Courot et al., 1970; Leal and Franca, 2009; Costa et al., 2009). This method — known as
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the tubular morphology system — provided eight stages of the seminiferous epithelium
cycle, the limits of which were quite similar to those reported by Amann (1962). As a
tubular cross section could occasionally have more than one stage, stage frequencies
were based on the predominant cellular association observed (Amann, 1962). Relative
stage frequencies were determined from the analysis of 150 seminiferous tubule cross
sections per animal at 400x magnification. Both testes from each animal were analyzed.
The histological sections used were those with better quality and more tubule cross

sections.

2.5 Length of the seminiferous epithelium cycle

The duration of the spermatogenic cycle was estimated based on stage
frequencies and most advanced germ cell type labeled at different times following
thymidine injection. The total duration of spermatogenesis took into account that
approximately 4.5 cycles are necessary for this process to be completed from type A
spermatogonia to spermiation (Amann, 1983). As the nuclear volume of primary
spermatocytes grows markedly during meiotic prophase (Franca et al., 1995; Neves et
al., 2002; Leal and Franca, 2006; Costa et al., 2009), the size of the nuclei was used to
determine more precisely the location of the most advanced labeled germ cell,

particularly when these cells were present in stages with high frequency.

2.6 Cell counts and cell numbers

Germ and Sertoli cells
All germ cell nuclei and Sertoli cell nucleoli in Stage 1 of the cycle were
counted in ten randomly selected round (or nearly round) seminiferous tubule cross

sections for each animal. These counts were corrected for section thickness (4um) and
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nucleus or nucleolus diameter based on the method described by Abercrombie (1946)
and modified by Amann (1962). For this purpose, 10 nuclei or nucleoli diameters per
animal were measured for each cell type analyzed. Cell ratios were obtained from the
corrected counts obtained in Stage 1.

Adopting the assumption that there are no significant losses during
spermiogenesis (Russell and Clermont, 1977), the number of round spermatids
computed in Stage 1 of the seminiferous epithelium cycle in these two species was
considered the population of spermatozoa. The total number of Sertoli cells per testis
and per gram of testis parenchyma (testis weight minus mediatinum and tunica
albuginea weight) was determined from the corrected counts of Sertoli cell nucleoli per
seminiferous tubule cross section and the total length of seminiferous tubules
(Hocheareau-de-Reviers and Lincoln, 1978). Daily sperm production (DSP) per testis
and per gram of testis parenchyma (spermatogenic efficiency) was obtained according
to the following formula: DSP = total number of Sertoli cells per testis x the ratio of
round spermatids to Sertoli cells in Stage 1 x Stage 1 relative frequency (%)/Stage 1
duration (days) (Franca, 1992).

Leydig cells

Individual Leydig cell volume was obtained from nucleus volume and the
proportion between nucleus and cytoplasm. As the Leydig cell nucleus in D. leporina
and A. paca are spherical, the nucleus volume was calculated from the mean nucleus
diameter. For such, 30 nuclei with an evident nucleolus were measured for each animal.
Leydig cell nucleus volume was expressed in pm® and obtained from the formula
4/3z7R3, in which R = nuclear diameter/2. To calculate the proportion between nucleus
and cytoplasm, a 441-point square lattice was placed over the sectioned material at 400x

magnification and 1000 points over Leydig cells were counted for each animal. The
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total number of Leydig cells per testis and per gram of testis parenchyma was estimated
from the individual Leydig cell volume and the volume occupied by Leydig cells in the

testis parenchyma.

3. Results

3.1 Biometric data and testis volume density

Mean body weight in A. paca (5.4 £ 0.5 kg) was more than 100% higher than
that found for D. leporina (2.5 £ 0.1 kg). Mean testis weight for D. leporina and A. paca
was 4.1 £ 0.6 gand 5.9 + 1.1 g, respectively (Table 1). The gonadosomatic index (GSI)
(testis mass divided by body weight) for D. leporina (0.33 = 0.01) was nearly 50%
higher than that found for A. paca (0.22 £ 0.01) (Table 1). Volume density of
seminiferous tubules, mean tubule diameter and epithelium height were very similar in
D. leporina and A. paca (Table 1). However, the volume density for Leydig cells in D.
leporina was nearly 40% higher than in A. paca (Table 1). Based on the volume of the
testis parenchyma (testis volume minus weight of tunica albuginea), volume occupied
by seminiferous tubules in the testis and tubule diameter, the value found for
seminiferous tubules per gram of testis was similar for both species (Table 1). A
particular characteristic of both rodents investigated in the present study is the inguinal
location of the testes, which can occasionally be found in the scrotum. This feature has
already been reported by Matamoros (1981) and Menezes (2003) for pacas and agoutis,

respectively.

3.2 Stages of seminiferous epithelium cycle and relative stage frequencies
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Germ cell association in the seminiferous tubules was similar in these two
hystricomorph rodents and, based on the criteria used for the determination of stages
using the tubule morphology methodology, eight stages of the cycle were characterized

in D. leporina and A. paca, as follows (Figure 1):

Stage 1

Only one spermatid generation was present in this stage. Spermatids exhibited
round nuclei and formed several layers within the upper part of the seminiferous
epithelium. Preleptotene spermatocytes were located closer to the basal lamina and
pachytene spermatocytes were usually sandwiched between round spermatids and

preleptotene spermatocytes. Type A spermatogonia were also observed in this stage.

Stage 2

In this stage, spermatid nuclei began elongation and the chromatin of the early
elongated spermatids was more condensed than in the previous stage. Primary
spermatocytes were preleptotene in transition to leptotene and pachytene spermatocytes.

Type A spermatogonia were also present in this stage.

Stage 3

Elongated spermatids first formed bundles with their heads oriented towards the
Sertoli cell nuclei, usually located at the base of the tubule. Young primary
spermatocytes were in leptotene and diplotene. Type A spermatogonia were also
observed and their nuclei were similar in appearance to those seen in the previous

stages.
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Stage 4

The main characteristic of this stage was the presence of meiotic figures of the
first and second divisions. Secondary spermatocytes were also observed. Zygotene and
diplotene spermatocytes were present. Elongated spermatid bundles were located within
Sertoli cell crypts at about the middle and upper portion of the seminiferous epithelium.

Type A spermatogonia were also observed in this stage.

Stage 5

Two generations of spermatids were found in this stage: newly-formed round
and elongated spermatids. Elongated spermatid bundles were more packed and some
were located deep within the epithelium. Type A spermatogonia nuclei were observed at
the base of the tubule. Early pachytene spermatocytes were the predominant cell type

located between round spermatids and the basal lamina.

Stage 6

The elongated spermatids bundles had moved toward the seminiferous tubule
lumen. In comparison to the previous stage, pachytene spermatocyte nuclei were more
distant from the basal lamina. Intermediate spermatogonia were found and type A

spermatogonia were occasionally present in this stage.

Stage 7

Elongated spermatids bundles had dissociated and spermatid nuclei were located
close to the tubule lumen; small residual bodies were also present. Type B
spermatogonia were found in this stage and the nuclei of this cell type were

characterized by a round to ovoid shape and large amount of heterochromatin. Type A
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spermatogonia were occasionally present in this stage. Pachytene spermatocytes, round

and elongated spermatids were the other germ cell types found in this stage.

Stage 8

The main characteristic of this stage was the location of elongated spermatids
just being released at the luminal portion of the seminiferous tubule. Large residual
bodies were observed just below elongated spermatids. Preleptotene spermatocytes were
located closer to the basal lamina. Overall, the nuclear morphology of the round
spermatids and pachytene spermatocytes in this stage were similar to those observed in

the previous stage.

Relative stage frequencies

The mean percentage of each of the eight stages for D. leporina and A. paca are
displayed in Table 2. Overall, the mean stage frequencies were similar for both species
investigated. Stages 1 and 8 were the most frequent and Stages 6 and 7 were the least
frequent for these species. The frequencies of the pre-meiotic (Stages 1 to 3), meiotic
(Stage 4) and post-meiotic (Stages 5 to 8) phases of spermatogenesis were similar
between D. leporina and A. paca and the pre-meiotic phase was slightly more frequent

(Table 2).

3.3 Length of seminiferous epithelium cycle

The most advanced labeled germ cell types observed at the different time
periods investigated after thymidine injections for D. leporina and A. paca are

displayed in Table 3 and Figures 2 and 3.
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In D. leporina, approximately one hour after injection, the cells located in
the basal compartment and present in Stage 1 (went through 60% of this stage) were
identified as preleptotene spermatocytes or cells in the transition from preleptotene to
leptotene (Figure 2A and Figure 3). The most advanced germ cells labeled 21 days
after thymidine injection were elongated spermatids at the end of Stage 2 and these

cells had traversed approximately 70% of this stage (Figure 2B and Figure 3).

In A. paca, approximately 1 hour after injection, the most advanced labeled
germ cells were also identified as either preleptotene spermatocytes or cells in the
transition from preleptotene to leptotene (Figure 2C). Similar to D. leporina, these
cells were present in Stage 1. Based on the mean pachytene nucleus diameter, the
cells traversed approximately 40% of this stage. At 19 days, these cells were round
spermatids present in Stage 7 that went through 60% of this stage (Figure 2D and

Figure 3).

Based on the most advanced labeled germ cell type and stage frequencies, the
mean duration of the seminiferous epithelium cycle estimated for D. leporina and A.
paca was 9.5 = 0.03 and 11.5 + 0.16 days, respectively (Table 3). As approximately
4.5 cycles are necessary for the spermatogenic process to be completed, the total
length of spermatogenesis estimated for D. leporina and A. paca was 42.8 + 0.16 and

51.6 + 0.7 days, respectively.

3.4 Testis stereology

Tables 4 and 5 display the data related to testis stereology for D. leporina and
A. paca. The number of round spermatids per Sertoli cell (Sertoli cell efficiency) was

around 10 for both species. Germ cell loss during meiosis was 26 and 21% for D.
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leporina and A. paca, respectively. Although the number of Sertoli cells per gram of
testis was ~30% higher in D. leporina, the total number of this somatic cell per testis
was the same for both species (Table 4). A similar trend was observed for

spermatogenic efficiency (daily sperm production per gram of testis).

Individual Leydig cell size was nearly 30% lower in D. leporina. However,
both Leydig cell numbers per testis and per gram of testis were quite similar in these

two rodent species (Table 5).

4. Discussion

The present study is the first to perform a detailed stereological evaluation of the
testis, estimate the duration of spermatogenesis and measure spermatogenic and Sertoli
cell efficiencies in two rodent species from the Hystrichomorpha suborder — the agouti
(Dasyprocta leporina) and paca (Agouti paca). These species have considerable
economic potential and are widespread in Latin America. As they are intensively
hunted, the knowledge obtained in the present investigation could also be useful for
conservation purposes.

The results reveal that, in comparison to previously investigated mammalian
species (Franca and Russell, 1998; Johnson et al., 2000; Franca et al., 2005; Hess and
Franca, 2007), these two rodent species have high spermatogenic efficiency which
results from a combination of high values of seminiferous tubule volume density,
number of Sertoli cells per gram of testis, Sertoli cell efficiency and a relatively short
duration of spermatogenesis. Therefore, these findings suggest that agoutis and pacas
have a fairly good potential for increasing their reproductive performance in animal
improvement programs, which have not yet been successfully implemented.
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There are few rodent species for which comprehensive quantitative data
related to testis structure and spermatogenesis are available. Table 6 is a compilation
of several important parameters obtained in our laboratory for other well-investigated
rodent species from the suborder Hystricomorpha and well-studied laboratory
rodents belonging to the Myomorpha suborder. In order to have a more contextual
comparison of the data obtained for pacas and agoutis, most of the discussion below

is based on the information in this table.

Studies developed in our laboratory with several mammalian species (Franca
et al., 2005; Costa et al., 2008; Silva et al., 2009) strongly suggest that, among
members of the same family, phylogeny is usually related to stage frequencies when
these frequencies are grouped in pre-meiotic and post-meiotic phases. Table 6 shows
that two patterns are readily observed for rodents when the frequencies of the pre and
post-meiotic phases of spermatogenesis are considered: species in which the pre-
meiotic frequency is about one quarter of the entire spermatogenic cycle and species
that have a relative equilibrium between pre and post-meiotic phase frequencies. As
D. leporina and A. paca belong to the Hystrichomorpha suborder and are closely
related phylogenetically, confirming our previous studies, they have the same pattern
of phase frequencies. On the other hand, although the duration of spermatogenesis is
considered to be species-specific (Clermont, 1972; Amann and Schanbacher, 1983)
and controlled by the germ cell genotype (Franca et al., 1998), this important
reproductive parameter is not phylogenetically determined (Clermont, 1972; Amann
and Schanbacher, 1983). In most mammalian species, the duration of each
spermatogenic cycle is situated in an interval of 9 to 12 days. Particularly for rodents,
spermatogenic cycle length is a little faster, in the range of ~8 to 12 days (Russell et

al., 1990; Franca and Russell, 1998; Hess and Franca, 2007). Thus, the values

64



Artigos

observed for the spermatogenic cycle length in D. leporina and A. paca are within

these predominant ranges (Table 6).

As the number of Sertoli cells is stable in the adult animal and throughout the
different stages of the cycle, these cells are used as a reference point to quantify and
functionally evaluate the spermatogenic process (Franca and Russell, 1998; Johnson
et al., 2000; Franca and Hess, 2005). The total number of Sertoli cells, which is
established before puberty (Orth et al., 1988; Sharpe et al., 2003; Franca et al., 2005;
Holsberger and Cooke, 2005), determines the upper limit of daily sperm production
per gram of testis (spermatogenic efficiency) (Johnson et al., 2000; Hess and Franca,
2007), mainly because the number of germ cells supported by each Sertoli cell
(Sertoli cell efficiency) is relatively constant for each species (Franca and Russell,
1998; Johnson et al., 2000; Franca et al., 2005; Franca and Hess, 2005). While the
number of Sertoli cells per gram of testis found in D. leporina and A. paca is situated
at the upper level (~40 to 60 x 10°), the values found for Sertoli cell efficiency in
these two rodents are in the mean range when compared to different rodent species
(Table 6) and even other well-investigated mammalian species (Franca and Russell,
1998; Johnson et al., 2000; Franca et al., 2005; Franca and Hess, 2005). The
combination of these two important parameters resulted in very high spermatogenic
efficiency for D. leporina and A. paca, which was only lower than the value obtained
for chinchilla, which has prominent Sertoli cell efficiency. Seminiferous tubule
volume density, which is very high and similar in both rodents species investigated
here, usually has a significant, positive correlation with sperm production (Russell et
al., 1990; Franca and Russell, 1998). As D. leporina exhibited a shorter duration
(~12%) of spermatogenesis and higher number (~30%) of Sertoli cells per gram of

gram, even with its lower Sertoli cell efficiency (~12%) in comparison to A. paca,
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this species produced thirty percent more sperm per day. Interestingly, considering
the duration of spermatogenesis and Sertoli cell efficiency in both species, one single

Sertoli cell would release the same number of sperm per day.

In contrast to the very high values observed for the seminiferous tubule
volume density in D. leporina and A. paca, as expected, the volume occupancy of
Leydig cells in the testis parenchyma and the number of these steroidogenic somatic
cells per gram of testis are similar to the other rodent species investigated thus far,
except for capybaras (Table 6). A similar trend also occurred for individual Leydig
cell size. Regarding germ cell loss or apoptosis during meiosis, the values found for
agoutis and pacas are within the range observed for most mammals investigated (20
to 30%) (Roosen-Runge, 1973; Franca and Russell, 1998; Johnson et al., 2000;
Franca et al., 2005; Hess and Franca, 2007) and lower than the data found in
capybaras and several mice strains (Table 6). As already well established in the
literature, germ cell loss plays an important role in seminiferous epithelium
homeostasis and occurs mainly in the spermatogonial phase and during meiosis,
regulating germ cell density (de Rooij and Lok, 1987; de Rooij and Russell, 2000)
and eliminating cells that are defective or carry DNA mutations (Sinha Hikim et al.,

1985; Weinbauer et al., 2001; Baum et al., 2005), respectively.

There are a large number of genes and gene products involved in the
regulation of testis descent, such as products from Insl3, MIS, androgen receptor and
CGRP genes as well as those involved in testosterone production (Amann and
Veeramachaneni, 2007). Other factors such as intra-abdominal pressure are also
involved in the control of testis descent (Amann and Veeramachaneni, 2007). In both
rodent species investigated in the present study, the testes can be found either in the

inguinal canal or inside the scrotum. According to the literature (Amann and
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Veeramachaneni, 2007), after gonad differentiation, the testes are relocated to the
scrotum in three sequential phases: abdominal translocation, transinguinal migration
and inguinoscrotal migration. In rodents, it is known that the inguinal canal does not
constrict after the last phase of testicular descent and the testes can readily pass from
the scrotum into the abdominal cavity, even in adults (Setchell and Breed, 2006). In
all species from the Histrichomorpha suborder listed in Table 6, the testes are usually
located in the inguinal canal. However, except for capybaras, this location apparently
does not affect spermatogenic efficiency in these species. It should be mentioned that
the reason for the incomplete testis descent into the scrotum is still an important

unsolved question of male reproductive biology (Setchell and Breed, 2006).

In comparison with animals from the Myomorpha suborder, rodent species
belonging to the Hystrichomorpha suborder have a greater body weight (Table 6).
Capybaras and pacas, in particular, are the largest rodents alive (Henrique-Silva et
al., 2007; Orsi et al., 2009). However, except for chinchillas, the ratio between testis
mass and body weight (gonadosomatic index) for this suborder is very low (Table 6)
and these three rodent species have a monogamous mating system, longer life spans,
produce few litters per year (generally one to two) and have a spatulate sperm head
shape (Eisenberg, 1981; Eddy and O’Brien, 1994). In contrast, gerbils, hamsters,
mice and rats have short life expectancies and a promiscuous mating system, produce
multiple litters per year and have a falciform sperm head (Eisenberg, 1981; Eddy and
O’Brien, 1994). There is abundant evidence on a wide range of mammalian and non-
mammalian species that the relative size of the testis and morphology of the
spermatozoa are infallible predictors of the mating system (Short, 1997). According

to the author cited, species with larger testis/body weight ratios and better
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spermatozoa quality/morphology have a promiscuous mating system in which sperm

competition operates.

Most of the parameters investigated in the present study for agoutis and pacas
were similar to those obtained for other members to the Hystrochomorpha suborder. As
a result of a combination of higher values for several important testis and spermatogenic
parameters in comparison to previously investigated mammalian species, the data of the
present study revealed that spermatogenic efficiency in these two Neotropical rodent
species was particularly high. As the agouti and paca are among the largest rodent
species alive and have considerable economic potential, the knowledge obtained in the
present study concerning the reproductive biology of these species would be very

important and useful for animal production and conservational purposes.
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7. Tables

Table 1 - Biometric and testis stereological data in agouti (Dasyprocta sp) and paca

(Agouti paca) (mean + SEM)

Parameters Dasyprocta leporina Agouti paca
Body weight (kg) 25+0.1 54+05
Testis weight (g) 41+0.6 50+1.1
Gonadosomatic index (%) 0.33+0.01 0.22+£0.01
Testis parenchyma volume density (%)

Tubular compartment 91.4+0.7 93.4+0.8
Tunica propria 49+0.2 3.2+£0.1
Seminiferous epithelium 80.5x12 84.7x1

Lumen 6+0.8 55+0.8

Intertubular compartment 8.6+0.7 6.6+0.8
Leydig cell 22+0.3 16+05
Blood vessels 1.2+0.1 1.0+0.1
Connective tissue 15+0.3 0.8+0.3

Tubular diameter (um) 193+6 185+5
Seminiferous epithelium height (um) 74+3 72+2
Tubular length per gram of testis (m) 32+2 35+2
Total tubular length per testis (m) 118 +18 172+ 19

Table 2 - Relative frequencies of the stages and phases of the seminiferous

epithelium cycle in agouti (Dasyprocta sp) and paca (Agouti paca) (mean £SEM)

Stages and phases of the

Frequencies (%)

seminiferous epithelium cycle Dasyprocta leporina Agouti paca
Stage 1 189+1.1 23.0+1.8
Stage 2 15.1+£0.9 12.3+£0.9
Stage 3 114+13 9.7+£05
Stage 4 143+1.2 11.9+0.8
Stage 5 92+13 76+1.0
Stage 6 7.1+£0.8 7.0+£0.2
Stage 7 4.1+£0.3 6.9+1.3
Stage 8 19.9+£1.0 21.6+2.0
Pre-meiotic phase’ 454+15 45 +2.0
Meiotic phase” 143+1.3 11.9+0.8
Post-meiotic phase® 403+1.4 431+1.6

LAfter spermiation and prior to methaphase.
? Meiosis | through meiosis 1.
*After completion of meiosis until spermiation.
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Table 3 - Length (days) of seminiferous ephithelium cycle in agouti (Dasyprocta

sp) and paca (Agouti paca) (mean + sem)

' ’ Time after Most advanced Stage of Number of Cycle length based
Species Animal L A
injection germ cell type labelled  the cycle  cycles traversed on labelling in leptotene
1 1 hour PI/L? 1 - -
20.85 days® EI 2 2.20 9.48
" 1 hour PIL? 1 - _
Dasyprocta leporina
yp P 2 20.86 days® EI 2 2.18 9.55
Mean duration of the cycle based on PI/L = 9.52 + 0.03 days.
1 1 hour PI/L® 1 - -
18.89 days" R* 7 1.61 11.77
5 1 hour PI/L? 1 - _
d C
Agouti paca 18.90 days R 7 1.65 11.44
3 1 hour PIL? 1 - -
18.91 days"® R® 7 1.69 11.20

Mean duration of the cycle based on PI/L = 11.47 + 0.17 days.

2 PI/L, Preleptotene/leptotene primary spermatocytes.

°El, elongated spermatids.
R, round spermatids.

9 Total time after thymidine injection minus 1 hour.

Table 4 - Cell counts, cell ratios and sperm production in agouti (Dasyprocta sp)

and paca (Agouti paca) (mean £SEM)

Parameters

Dasyprocta leporina Agouti paca
Round spermatids : pachytene spermatocyte 30+£01:1 3.15+0.3
Round spermatids : Sertoli cell nucleoli 9.2+09:1 109+12:1
Sertoli cell number per gram of testis (x106) 57+6 43+3
Sertoli cell number per testis (xlO6 ) 204 £ 30 204 £ 13
Daily sperm production per gram of testis (x106 ) 52+ 2 39+2
Daily sperm production per testis (x10°) 201 + 38 196 + 27

Table 5 - Leydig cell stereology in agouti (Dasyprocta sp) and paca (Agouti paca)

(mean £SEM)

Parameters Dasyprocta leporina Agouti paca

Nuclear diameter (um) 8.2+0.1 72+0.2

Leydig cell volume (ums3) 1230+ 70 960 + 130
Nucleus volume (um3) 280+ 12 200+ 13
Cytoplasm volume (ums3) 950 £ 60 760 £ 120

Leydig cell number per testis (xlOG) 70+ 19 74+ 34

Leydig cell number per gram of testis (x10°) 18+ 3 17+5
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Table 6 - Comparative parameters related to the testis stereology and spermatogenic events in several sexually mature rodent species

Suborder Hystricomorpha Suborder Myomorpha

Parameters

Agouti Paca Chinchilla® Capybara” Gerbil® Hamster® Rat® Mouse’
Body weight (kg) 25 54 05 54.1 0.08 0.16 0.414 0.026 - 0.039
Testis weight (g) 4.1 5.9 25 317 0.54 17 1.57 0.095 - 0.113
Gonadosomatic index (%) 0.33 0.22 0.8 0.12 0.72 2.13 0.76 0.76-0.55
Seminiferous Tubule (%) 91 93 95 50 92 93 89 91-93
Leydig cell (%) 2.2 1.6 1.0 32.1 3.0 2.7 1.4 3.7-5.3
Leydig cell size (um3) 1230 960 1381 2029 1148 1092 1207 1021 - 1450
Leydig cell number per gram of testis (x10°) 18 17 7.3 186 28 55 12.6 29-49
Pre-meiotic phase® (%) 46 45 50 45 55 25.8 24 22
Meiotic phase? (%) 14 12 9 15 9 75 6 9
Post-meiotic phase® (%) 40 43 41 41 36 66.7 71 69
Meiotic index* 3.0 (26%) 3.15 (21%) 3 (25%) 2.1 (48%) 2.8 (30%) 3.3 (17%) 3.4 (15%) 2.3-2.8 (43 -30%)
Spermatogenic cycle length (days) 95 115 10.2 11.9 10.6 8.7 129 8.6-89
Total duration of spermatogenesis (days) 42.8 51.6 45.8 53.5 47.7 39.2 58 38.7 -40
Sertoli cells per gram of testis (x10° ) 57 43 44 19 28 445 27 39-41
Round spermatids per Sertoli cell 9.2 10.9 14.0 5.6 12.6 8.2 8.0-10.3 105-115
Daily sperm production per gram of testis (x10°) 52 39 61 10 33 24 17-24 45 - 48

*After spermiation and prior to methaphase.

2 Meiosis | through meiosis I1.

3After completion of meiosis until spermiation.

“ Measured as the number of round spermatids produced per pachytene primary spermatocyte.
References

®Leal and Franga, 2008 and 2009.

®Paula et al., 1999.

“Segatelli et al., 2004.

ISinha Hikim et al., 1988 ; Van Haaster and De Rooij, 1993.
“Clermont and Harvey, 1965; Rocha et al., 1999; Franga, 2007.
fClermont and Trott, 1969; Avelar et al, 2004.
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8. Figures and Legends for tables and figures

Stage 1 Stage 2 Stage 3 Stage 4 Stage 5 Stage 6 Stage 7 Stage 8

Dasyprocta leporina

Agouti paca

Figure 1

Figure 1 - Stages 1 to 8 of the seminiferous epithelium cycle characterized based on tubule morphology methodology in agouti (Dasyprocta sp;

top panels) and paca (Agouti paca; bottom panels): Type A spermatogonia (A); intermediate spermatogonia (In); Type B spermatogonia (B); pre-
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leptotene (PI); leptotene (L); zygotene (Z); pachytene (P); diplotene (D) primary
spermatocytes; meiotic figure (M); secondary spematocyte (2°); round spermatids (R);
elongating/elongated spermatids (E); residual bodies (Rb); and Sertoli cell (SC); Bar =

10pum

Dasyprocta leporina

Agouti paca

Figure 2 - Most advanced germ cells labeled following intratesticular injections of
tritiated thymidine in agouti (Dasyprocta sp; white arrows) and paca (Agouti paca;
black arrows); Two time intervals were considered for agouti [1 hour (A) and 21 days

(B)] and paca [1 hour (C) and 19 days (D)]. Bar = 10um
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QDas yprocta leporina ﬂj Agouti paca W‘)

21 days

Cycles

Figure 3 - Germ cell composition and the most advanced germ cell type labeled in the
eight cycle stages at different time periods in agouti (Dasyprocta sp; 1 hour and 21
days) and paca (Agouti paca; 1 hour and 19 days) following tritiated thymidine
injections; Arabic numerals indicate stage; Roman numerals indicate the spermatogenic
cycle; Letters within each column indicate the germ cell types in each stage of the cycle;
A, Type A spermatogonia; In, intermediate spermatogonia; B, Type B spermatogonia;
Pl, pre-leptotene spermatocytes; L, leptotene; Z, zygotene; P, pachytene; D, diplotene;

I1, meiotic division; R, round spermatids; E, elongated spermatids
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4 — DISCUSSAO

Na regido Amazobnica, sdo varias as especies selvagens que fazem parte dos
habitos alimentares de populagdes rurais. Dentre elas podem ser destacadas o cateto
(Tayassu tajacu), a paca (Agouti paca) e a cutia (Dasyprocta leporina) (Curtis &
Saavedra, 1991; Baia Junior, 2006; Guimardes et al., 2008). Em 20 de fevereiro de
2008, estas trés espécies silvestres com alto potencial econémico despertaram a atengao
especial de criadores locais devido a regulamentacéo, realizada pelo IBAMA, sobre a
criagdo, comercializacdo e abate das mesmas (IN169 — IBAMA, 2008). Com o intuito
de fornecer subsidios para a criacdo comercial destas espécies, estudos sobre a biologia
reprodutiva destes mamiferos silvestres foram realizados atraves de colaboracdes entre a
Universidade Federal de Minas Gerais, a Universidade Federal do Para e a
EMBRAPA/PA. Neste contexto, o0 presente estudo estd sendo o primeiro a investigar
detalhadamente a estrutura testicular, a duracdo da espermatogénese e as eficiéncias da
célula de Sertoli e espermatogénica em catetos, cutias e pacas.

A proporgdo entre os compartimentos tubular (espermatogénico) e intertubular
(esteroidogénico) € bastante variavel em mamiferos (Franca & Russell, 1998; Godinho,
1999; Neves, 2001; Almeida, 2002), sendo um dos principais fatores responsaveis pelas
diferengas observadas na eficiéncia de producdo espermaética entre as varias espécies
(Franca & Russell, 1998; Franca et al, 2000; Johnson et al, 2000; Hess & Franca, 2007).
Os resultados obtidos no presente estudo mostraram que a estrutura testicular em cutias,
pacas € no cateto sdo muito diferentes quanto a proporcdo de tdbulos seminiferos
presentes no parénquima testicular. Em cutias e pacas, verificou-se que os percentuais
de tabulos seminiferos estdo entre os mais altos (>90%) quando comparados com outros
mamiferos ja investigados (Franca and Russell, 1998; Johnson et al, 2000; Hess &
Franca, 2007), enquanto o espaco ocupado pelas células de Leydig é muito pequeno
(~2%). J& em catetos, apesar de apresentarem quinze por cento a menos de tUbulos
seminiferos, o espaco ocupado pelas células de Leydig é aproximadamente sete vezes
maior do que os valores encontrados para as duas espécies de roedores neotropicais
acima citadas.

De acordo com Fawcett e colaboradores (1973), o arranjo e a propor¢cdo dos
elementos constituintes do espaco ou compartimento intertubular nas diferentes espécies
de mamiferos estudadas seguem trés padrdes distintos: (I) espécies nas quais as células
de Leydig e o tecido conjuntivo ocupam area muito pequena no compartimento
intertubular, contrastando com extensos sinusoides linfaticos ou espacos linfaticos (ex:
rato, camundongo, hamster, guinea pig e chinchilla); (II) espécies que apresentam
grupos de células de Leydig espalhados em abundante tecido conjuntivo frouxo, o qual
é drenado por um vaso linfatico localizado central ou excentricamente no espaco
intertubular (ex: bovino, ovino, macaco e homem); e (I11) espécies nas quais abundantes
agrupamentos de células de Leydig ocupam grande parte do compartimento intertubular,
apresentando pouco tecido conjuntivo e vasos linfaticos (ex: suinos e zebra). Mais
recentemente, observou-se que as capivaras apresentam organizacdo do compartimento
intertubular com caracteristicas do padrao dos tipos I e 11l (Paula, 1999), mostrando que
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a classificacdo estabelecida por Fawcett e colaboradores ndo é ainda definitiva (Russell,
1996). Assim, a analise histologica e morfométrica do compartimento intertubular em
cutias e pacas sugere que, apesar de ndo apresentarem abundancia de vasos/sinusoides
linfaticos, nestas espécies o arranjo deste compartimento do testiculo é mais proxima da
classificacdo do tipo | citada por Fawcett et al. (1973), enquanto o arranjo do
compartimento intertubular em catetos segue padrdo totalmente diferente daquele ja
caracterizado para outros mamiferos. Pois, nos catetos observa-se grande quantidade de
células de Leydig e distribuicdo peculiar das mesmas ao redor dos tubulos seminiferos,
delimitando externamente os l6bulos testiculares contendo estes tubulos.

As células de Leydig e seus produtos sdo importantes para que ocorra o
desenvolvimento completo da espermatogénese (Ewing and Zirkin, 1983; Deslypere &
Vermeulen, 1984; De Gendt et al, 2004) e sdo também fundamentais para a funcdo das
glandulas sexuais anexas e estratégias reprodutivas (Setchell and Breed, 2006; Kerr et
al, 2006). Na maioria dos mamiferos investigados, o0 numero de células de Leydig por
grama de testiculo situa-se entre 20 e 40 milhdes (Russell, 1996; Franca & Russell,
1998, Hess & Franca, 2007). O menor numero de células de Leydig por grama de
testiculo citado é do guinea pig (6 milhdes, Mori et al., 1980), enquanto para o javali
foram encontrados 157 milhGes de células de Leydig por grama de parénquima
testicular (Almeida, 2002). Para o tamanho/volume individual da célula de Leydig, 0s
dados disponiveis na literatura mostram que 0 mesmo pode variar de ~400um® em
ovinos e javalis (Lunstra & Schanbacher, 1988; Almeida, 2002) a ~5000um® em
equinos (Johnson & Neaves, 1981), estando o valor observado para a maioria dos
mamiferos investigados situado na faixa compreendida entre 1000 e 2000pum?® (Almeida,
2002). Em cutias e pacas, 0 nimero destas células somaticas esteroidogénicas por grama
de testiculo assemelha-se aos valores encontrados para outras espécies de roedores ja
investigadas (10 a 30 milhdes). Padres similares a outros roedores e mamiferos em
geral também foram observados para o volume individual das células de Leydig. Em
catetos, embora o tamanho das células de Leydig possa diferir dos valores observados para
suinos domeésticos e javalis (Franca et al, 2005; Almeida et al, 2006), 0 nimero destas células
por grama de testiculo nestas trés espécies € bastante elevado e superior as espéecies investigadas
att o momento (Hess & Franca, 2007). Particularmente em catetos, 0 nlmero
surpreendentemente elevado de lipidios encontrados em células de Leydig faz desta espécie um
modelo bastante interessante para se investigar a esteroidogénese em mamiferos.

A eficiéncia da espermatogénese, definida como o numero de espermatozéides
produzidos diariamente por grama de parénquima testicular (Johnson et al., 2000), é o
melhor parametro para se efetuar estudos comparativos entre as diferentes espécies de
mamiferos. A analise ampla da literatura permite agrupar a producao espermatica diaria
por grama de testiculo em no minimo trés patamares distintos: espécies com eficiéncia
espermatogénica considerada alta e com producdo acima de 25 milhdes como o
jumento, camundongo, caprino, coelho e o suino domeéstico; espécies com eficiéncia
espermatogénica considerada média, que produzem em torno de 15 a 25 milhdes de
espermatozodides, dentre as quais se encontram o hamster, rato, eqliino e 0 gato; e
espéecies com producdo espermatica abaixo de 15 milhdes, como, por exemplo, 0
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bovino, a capivara e 0 homem (Leal, 2004). Neste cenario, conforme ocorre para a
maioria das espécies de roedores, a produgdo espermatica didria por grama de testiculo
em pacas e cutias situa-se no patamar considerado de alta ou mesmo muito alta
eficiéncia espermatogénica. Ja em catetos, a producao espermatica diaria por grama de
testiculo estd situada na transicdo da faixa intermediaria para a de alta eficiéncia,
conforme foi também observado para suinos e javalis (Hess & Franga, 2007).

Pelo fato do nimero de células de Sertoli ser estavel no animal adulto e também
durante as diferentes fases do ciclo espermatogénico, estas células sdo utilizadas como
ponto de referéncia para se quantificar e avaliar funcionalmente o processo
espermatogénico (Franga e Russell, 1998; Johnson et al. 2000; Franca & Hess, 2005). O
namero total de células de Sertoli por testiculo, que é estabelecido durante o periodo
pré-pubere (Orth, 1993; Franca et al., 2000), e regulado principalmente pelo FSH e
horménios tireoidianos (Orth, 1993; Cooke et al., 1994; Franca et al., 2000; Holsberger
et al., 2003), determina a magnitude da eficiéncia espermatogénica (Johnson et al.,
2000; Hess & Franca, 2007). Neste contexto, os resultados do presente estudo
demonstraram que a cutia, que apresentou o maior numero de células de Sertoli por
grama de testiculo, produz diariamente mais espermatozoides por grama de testiculo,
quando comparada com as outras duas espécies investigadas no presente estudo. De
forma bastante ilustrativa, considerando-se a duracdo da espermatogénese e 0 nimero
de espermatides por células de Sertoli (eficiéncia da célula de Sertoli ou indice de célula
de Sertoli) para pacas, cutias e catetos, verifica-se que uma unica célula de Sertoli é
capaz de liberar aproximadamente 0 mesmo nimero de espermatozoides por dia. Desta
forma, o fator que mais influenciou na diferenca da producdo espermatica entre as
espécies foi o nimero de célula de Sertoli por grama de testiculo.

A duragdo do ciclo do epitélio seminifero em mamiferos € tida como uma
constante bioldgica espécie-especifica (Ortavant et al., 1977; Franca et al., 1998;
Amann & Schanbacher, 1983). Uma vez que ndo houve alteracdo na duracdo da
espermatogénese de ratos no testiculo de camundongos, estudo utilizando o transplante
de espermatogbnias de ratos para camundongos mostrou que a duracdo da
espermatogénese € controlada pelo gendtipo da célula germinativa (Franca et al., 1998).
Dentre as varias dezenas de espécies de mamiferos ja investigadas até o presente
momento, o gamba Didelphis albiventris (Queiroz & Nogueira, 1992) e o roedor
Clethrionomys glareolus (Grocock & Clark, 1976) sdo aquelas que apresentam a
duracdo da espermatogénese mais longa (~78 dias) e mais curta (~30 dias),
respectivamente. Trabalhos desenvolvidos até o presente momento sugerem que a
duracdo da espermatogénese nao € filogeneticamente determinada, uma vez que
espécies muito proximas na escala filogenética podem apresentar a duracdo da
espermatogénese bastante distinta. Por exemplo, na ordem Rodentia, duas espécies de
hamster (0 hamster chinés e o hamster Djungarian) apresentam a duracdo de um ciclo
espermatogénico de 17 e 7,9 dias, respectivamente. Em quase metade das espécies de
mamiferos ja investigadas, os valores encontrados para a duragdo de um ciclo
espermatogénico (a duracdo total deste processo leva aproximadamente 4,5 ciclos)
ficam situados no intervalo de ~9 a ~12 dias, porém, especialmente em roedores, a duracéo
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do ciclo espermatogénico é um pouco mais rapida e esté situada na faixa de ~8 a ~12 dias
(Russell et al, 1990; Franca & Russell, 1998; Hess & Franga, 2007). Assim, os valores
observados para a duracdo do ciclo espermatogénico em cutias e pacas estdo situados nessas
faixas predominantes. Em catetos, apesar da eficiéncia espermatogénica encontrada para
esta espécie ser semelhante ao citado na literatura para suinos domésticos e javalis, 0s
mesmos apresentam duracdo mais longa da espermatogénese. E provavel que o ritmo
mais lento da célula germinativa nesta espécie seja compensado pelo maior nimero de
células de Sertoli por grama de testiculo e pela maior eficiéncia das células de Sertoli,
em comparagdo com porcos domeésticos e javalis (Hess & Francga, 2007).

A frequéncia relativa dos diferentes estadios constituintes do ciclo do epitélio
seminifero reflete o ritmo de evolucdo das células germinativas e a duragdo destes
estadios (Clermont, 1972). Esta freqiiéncia é considerada classicamente como uma
constante para determinada espécie (Hochereau, 1963). Dados recentes na literatura
sugerem que a filogenia pode estar envolvida na determinacdo da freqiiéncia dos
estadios do ciclo, quando 0os mesmos sdo agrupados em fases pré e pés-meidticas. Desta
forma, de maneira geral, as espécies pertencentes a uma mesma Ordem ou mesmo
Familia apresentam freqiiéncias mais proximas (Franca & Russell, 1998; Hess &
Franca, 2007; Costa et al., 2008; Silva et al., 2009). As frequéncias das fases pré e pos-
meidticas em cutias e pacas apresentaram um grande equilibrio e foram muito
semelhantes para as duas espécies. J& nos catetos, a distribuicdo da freqiiéncia destas
fases foi diferente e, assim como o suino e no javali, que sdo espécies proximas
filogeneticamente, mais de cinquenta por cento das secc¢Bes transversais de tabulos
apresentaram-se na fase pds-meidtica. Portanto, os resultados obtidos no presente
trabalno corroboram estudos prévios, 0S quais sugerem que espécies
filogeneticamente proximas apresentam padrdo semelhante de distribuicédo de
freqiiéncias para as fases pré e poés-meidticas da espermatogénese.

O equilibrio entre proliferacdo celular e apoptose desempenha papel muito
importante na regulacdo do numero de células espermatogénicas no epitélio seminifero.
Particularmente na fase espermatogonial, 0 mecanismo homeostatico de regulacdo de
apoptoses é considerado densidade-dependente, limitando a quantidade de células
germinativas que entram na fase meidtica a um numero que possa ser suportado pelas
células de Sertoli disponiveis (Huckins, 1978; De Rooij & Lok, 1987; Sharpe, 1994; De
Rooij, 1998). De uma outra forma, este mecanismo de regulacdo numérica das células
germinativas pode ser traduzido como uma competicdo por fatores de crescimento ou
outros fatores importantes para a progressdo destas células durante a espermatogénese
(Jacobson et al., 1997). Em mamiferos é usual observar perda celular em torno de 25%
na fase meidtica (Roosen-Runge, 1973; Franca & Russell, 1998; Johnson et al., 2000). A
literatura considera que as apoptoses que ocorrem na meiose fazem parte de mecanismo
de eliminacdo de células com cromossomos anormais ou aberrantes (Sinha-Hikim et al,
1985; Weinbauer et al, 2001; Baum et al., 2005; Roosen-Runge, 1973; Sharpe, 1994), os
quais sdo detectados atraves de mecanismos de checkpoints (Blanco-Rodriguez, 2001). O
indice obtido pela razdo entre espermatides arredondadas recém-formadas e
espermatocitos primarios em paquiteno (indice meiotico) indica as perdas celulares que
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ocorrem durante a profase meiotica. Desta forma, quanto menor o indice meidtico,
maiores sdo as perdas celulares que acontecem durante a meiose e, consequentemente,
menor quantidade de espermatides arredondadas serdo formadas, influenciando assim na
capacidade de suporte das células de Sertoli. Por exemplo, a capivara apresenta baixo
indice meidtico (2,1) e baixa eficiéncia de celula de Sertoli (5,6) (Paula, 1999). Em
contraste, o coelho apresenta alto indice meiotico (3,3) e alta eficiéncia de célula de
Sertoli (12,2) (Amann, 1970). No presente estudo, a cutia apresentou menor indice
meidtico (3) e eficiéncia da célula de Sertoli (9,2), enquanto o cateto mostrou maior
indice meidtico (3,2) e eficiéncia desta célula (12,1). Os valores encontrados para perdas
de células germinativas durante a meiose em catetos, cutias e pacas, estdo no mesmo
patamar observado (20-30%) para a maioria das espécies de mamiferos j& investigados
(Roosen-Runge, 1973; Franca e Russell, 1998; Johnson et al. 2000; Franca et al., 2005;
Hess & Franca, 2007).

Existe grande variacdo para o indice gonadossomatico (IGS) em mamiferos. O
mais completo trabalho de revisdo neste aspecto, envolvendo mais de 130 diferentes
espécies de mamiferos (Kenagy & Trombaluk, 1986) relata que o IGS pode variar de
0,01% em baleias a 8,4% no Tatera afra, que é um roedor da familia Cricetidae.
Segundo estes mesmos autores, em geral, as espécies que apresentam menor peso
corporal alocam maior percentual de massa corporal para o tecido testicular,
despendendo assim mais energia para este Orgdo e, conseqientemente, para a
reproducdo. Quando o IGS e a eficiéncia espermatogénica sdo levados em consideracao
no presente trabalho, observamos que, enquanto a cutia apresentou o maior IGS e maior
eficiéncia espermatogénica, o cateto apresentou os menores indices de IGS e producéo
espermatica por grama de testiculo. Além do peso corporal, existe consenso de que
maior variagdo para 0 peso testicular é observada para espécies que ndo sofreram
selecdo continua para a reproducdo (Johnson et al., 1980; Clemmons et al., 1995; Paula,
1999; Godinho, 1999; Almeida, 2002). Provavelmente, como resultado de extensiva
selecdo reprodutiva ao longo dos séculos para as diferentes racas de suinos domésticos,
o indice gonadossomatico para esta espécie doméstica tenha atingido praticamente o
dobro do valor encontrado para catetos. A possibilidade do tamanho do testiculo estar
correlacionado com o comportamento sexual também é considerada na literatura.
Assim, existem fortes evidéncias para uma grande variedade de espécies de mamiferos e néo
mamiferos, demostrando que o tamanho relativo dos testiculos é um previsor infalivel do
sistema de acasalamento (Short, 1997). Segundo este autor, pelo fato da competicédo ser por
maior quantidade de sémen depositado no trato genital feminino, as espécies que
apresentam comportamento sexual promiscuo ou poligdmico feminino (varios machos
cruzam com a mesma fémea num mesmo ciclo estral) tendem a mostrar relativamente
testiculos maiores do que aquelas que sdo monogamicas ou poligdmicas masculinas.
Neste contexto, o presente estudo reforca esta teoria uma vez que em pacas e cutias a
relacdo entre a massa testicular e peso corporal (indice gonadossomatico) € baixa, e
estas espécies apresentam um sistema de acasalamento monogamico (Eisenberg, 1981).
Ja para os catetos, 0 comportamento reprodutivo precisa ainda ser melhor investigado.
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Porém, é sabido que 0s mesmos vivem em grupos estaveis e que o macho dominante
cruza com todas as fémeas (Bissonete, 1982).
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5 - PERSPECTIVAS

Pelo fato da distribuicdo e citoarquitetura das células de Leydig em catetos ter
sido bastante peculiar, conforme serd comentado a seguir, esta espécie apresenta-se
como interessante modelo experimental para se investigar o desenvolvimento, a
estrutura e a funcdo testiculares, incluindo-se estudos envolvendo a ontogenia e
diferenciacdo gonadal, o nicho das espermatogdnias tronco, e as interagdes celulares no
testiculo. Ainda neste contexto, a partir dos resultados encontrados para o testiculo,
estudos abordando a caracterizacdo da estrutura ovariana também podem ser realizados
em fémeas desta espécie. Além disso, estudo longitudinal acerca do desenvolvimento do
testiculo em catetos, desde a diferenciacdo gonadal até o estabelecimento da puberdade,
permitirdo investigar se 0s mecanismos envolvidos na organogénese e citoarquitetura do
testiculo sdo semelhantes ou ndo em comparacao com as espécies de mamiferos melhor
investigadas neste aspecto, tais como por exemplo o camundongo e o rato. Do ponto de
vista estrutural, cortes longitudinais do testiculo avaliando diferentes regides, desde o
mediastino testicular até a tunica albuginea, permitirdo avaliar se as células de Leydig
seguem um mesmo padrdo quanto a distribuicdo. Pois este aspecto ndo foi investigado
nos catetos adultos por nés estudados. Num outro aspecto, a grande quantidade de
lipides encontrada nas células de Leydig de catetos torna esta espécie um atraente
modelo para se investigar a esteroidogénese.

Em relacdo as células-tronco espermatogoniais, atualmente é sabido que as
mesmas estdo preferencialmente localizadas num microambiente especializado
denominado ‘'nicho’, que €é essencial para a manutencdo e auto-renovacdo destas
importantes células espermatogénicas. No testiculo de mamiferos, os principais
componentes do nicho incluem as células de Sertoli, fatores de crescimento produzidos
por esta célula, a membrana basal, e estimulos da rede vascular presente no espaco ou
compartimento intertubular (Hofmann, 2008). Baseados principalmente em
caracteristicas morfologicas, trabalhos recentes sugerem que as espermatogobnias
indiferenciadas (dentre elas encontram-se as espermatogbnias tronco) possuem
localizagdo preferencial nos tlbulos seminiferos em camundongos (Chiarini-Garcia et
al., 2001), ratos (Chiarini-Garcia et al., 2003) e hamsters (Nascimento et al., 2009).
Resultados semelhantes foram obtidos utilizando-se, dentre outras, técnica de
transplante de células germinativas, que demonstrou que as espermatogonias
indiferenciadas se localizam preferencialmente em regides dos tubulos seminiferos
adjacentes aos vasos sanguineos e células de Leydig (Yoshida et al., 2007). A medida
que estas espermatogbnias se diferenciam as células resultantes se afastam dessa
particular regido do tubulo seminifero. Organizacdo incomum do compartimento
intertubular foi observada em catetos, especificamente em relacéo as células de Leydig.
Desta forma, o cateto também representa um bom modelo para se investigar a influéncia
dos elementos somaticos do testiculo na distribuicdo das espermatogonias
indiferenciadas/tronco, bem como a elucidacdo dos possiveis mecanismos regulatorios
envolvidos na distribuicdo das espermatogoénias tronco e, em ultima analise, a influéncia
dos mesmos nos nichos espermatogoniais em mamiferos.
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Conforme ja foi abordado em outro topico desta dissertagdo, existe um grande
namero de genes e produtos de genes envolvidos na regulacéo da descida dos testiculos,
como os produtos de INSL3, hormonio anti-mdlleriano, receptores de androgeno, e 0s
genes CGRP, e aqueles envolvidos na producdo de testosterona (Amann &
Veeramachaneni, 2007). Outros fatores como a pressdo intra-abdominal também estao
envolvidos no controle da descida dos testiculos (Amann & Veeramachaneni, 2007).
Em pacas e cutias, os testiculos podem ser encontrados tanto no canal inguinal quanto
no interior do escroto. Em roedores, ja se sabe que o canal inguinal ndo se contrai apos a
ultima fase do descenso testicular e este érgdo pode rapidamente passar do escroto para
a cavidade abdominal, mesmo em adultos (Setchell & Breed, 2006). Merece ser
ressaltado que a razdo para a descida incompleta dos testiculos para o escroto é uma
questdo importante da biologia reprodutiva masculina que esta ainda muito pouco
esclarecida (Setchell & Breed, 2006). Desta forma, as duas espécies de roedores aqui
investigados se apresentam como modelo em potencial para estudos envolvendo
descenso e/ou termoregulacéo testicular em mamiferos.

Investigacbes mais compreensivas sobre a funcdo testicular sdo essenciais para
estudos comparativos e um melhor entendimento da biologia e estratégia reprodutiva.
Finalmente, esperamos que 0 conhecimento obtido no presente estudo, acerca da
estrutura e composicdo do testiculo, eficiéncias das células de Sertoli e
espermatogénica, bem como duracdo do processo espermatogénico, possa ser utilizado
como subsidio na criacdo e exploracdo comercial de pacas, cutias e catetos. Permitindo
também a preservacao destas trés importantes espécies de mamiferos silvestres da fauna
brasileira.
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6. CONCLUSOES

As células de Leydig de cateto apresentam distribuicdo e citoarquitetura impar
dentre as espécies de mamiferos ja investigadas, e esta peculiar disposicdo pode
fornecer importantes informacdes a respeito do desenvolvimento do testiculo, interagdes
celulares e regulagédo do nicho espermatogonial em mamiferos.

Ainda em catetos, os resultados encontrados mostraram que, embora a duracdo da
espermatogénese seja mais alta, a eficiéncia espermatogénica desta espécie é
semelhante aos valores obtidos para outras espécies j& investigadas da familia dos
Suidae. Além disso, os resultados obtidos para a eficiéncia das células de Sertoli em
catetos sugerem que esta espécie apresenta alto potencial para aumentar o seu
desempenho reprodutivo.

Em comparacdo com outras espécies de mamiferos ja investigados, bem como
outros roedores da subordem Hystrichomorpha, os dados obtidos para pacas e cutias
mostraram que estas duas espécies apresentam alta eficiéncia espermatogénica
(producdo espermatica diaria por grama de testiculo). Esta alta eficiéncia
espermatogénica resulta da combinacdo de alto percentual de tibulos seminiferos no
parénquima testicular, alto nimero de células de Sertoli por grama de testiculo, alta
eficiéncia das células de Sertoli e duracdo relativamente curta da espermatogénese.

Finalmente, os resultados obtidos no presente trabalho permitiram o melhor
entendimento da funcdo reprodutiva das trés espécies de mamiferos silvestres por nds
investigadas. Apesar da cutia e da paca estar entre as maiores espécies de roedores vivos
e apresentarem alto potencial econdmico, poucos estudos sobre a biologia reprodutiva
destes roedores silvestres havia sido realizados. Provavelmente, este conhecimento seré
bastante Gtil para programas de reproducdo em cativeiro de pacas, cutias e catetos, bem
como no auxilio da preservacdo destas espécies e estudos envolvendo a biologia
reprodutiva comparada.
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