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2011. [Morphological characterization and frenquency of stages of the seminiferous
epithelium cycle in captive bred Spix’s Yellow-Toothed (Galea spixii Wagler, 1831).] Ca-
racterizagdo morfologica e frequéncia dos estadios do ciclo do epitélio seminifero em preas
(Galea spixii, Wagler 1831) criados em cativeiro. Pesquisa Veterindria Brasileira 31(Supl.1):
18-24. Departamento de Cirurgia, Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universida-
de de Sao Paulo, Av. Prof. Dr. Orlando Marques de Paiva 87, Sdo Paulo, SP 05508-270, Brazil.
E-mail: pauloramos@usp.br

Studies based on the testicular characteristics are strongly associated with the repro-
ductive efficiency of various species. Thus, the developed project aimed to identify the
cells of the seminiferous epithelium, histologically characterized their associations, whi-
ch form stages, and determine the frequency of these. The fragments of testes, 30, 45, 60,
75, 90, 105, 120, 150 days were collected Multiplication Center of Universidade Federal
Rural do Semi-Arido, Mossord, RN. Through the process of fixing, washing in solutions of
increasing concentrations of alcohols (70-100%), dehydration in xylene, inclusion in His-
tosec ®, preparation of histological slides, stained with hematoxylin and eosin (HE) and
their photomicrographs for the characterization of cell nuclei of the germinal epithelium
and the definition of the eight stages of the seminiferous epithelium cycle (CES) based
on the tubular morphology method. The different age groups all animals at 90 to 150
days of age showed all stages of the CES. Stages I and III showed the highest and lowest
frequency, respectively. Animals categorized as prepubertal (30 days), pubertal (45 to 90
days old) and postpubertal (105 to 150 days of age) had stage I, IV and VIII with a higher

frequency, respectively.
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RESUMO.- Estudos baseados nas caracteristicas testicula-
res estdo altamente relacionados com a eficiéncia repro-
dutiva de varias espécies. Assim, o projeto desenvolvido
teve como objetivo identificar as células do epitélio semi-
nifero, caracterizar histologicamente suas associagoes,
que formam os estadios, e determinar a frequéncia destes.
Os fragmentos de testiculos, com 30, 45, 60, 75, 90, 105,
120, 150 dias foram coletados no Centro de Multiplicagao
da Universidade Federal Rural do Semi-arido, Mossor6/
RN. Passando pelos processos de fixa¢do, lavagens em so-
lucdes de concentragdes crescentes de alcoois (70-100%),
desidratacao em xilol, inclusdo em Histosec®, preparacao
das laminas histolégicas, coloragdes em Hematoxilina e Eo-
sina (HE) e suas fotomicrografias para a caracterizagao dos
nucleos celulares do epitélio germinativo e a definicdo dos
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oitos estagios do ciclo do epitélio seminifero (CES) base-
ados no Método da Morfologia Tubular. Das faixas etarias
analisadas todos os animais de 90-150 dias de idade apre-
sentaram todos os estadios do CES. Os estadios I e Il foram
0s que apresentaram maior e menor freqiiéncia, respecti-
vamente. Os animais caracterizados como pré-puberes (30
dias), puberes (45-90 dias de idade) e pds-puberes (105-
150 dias de idade) apresentaram os estadios [, VIII e [V com
uma maior freqliéncia, respectivamente.

TERMO DE INDEXACAO: Roedores, testiculo, células do epitélio
germinativo, espermatogénese.

INTRODUCAO

O prea do semiarido nordestino (Galea spixii, Wagler 1831)
é um roedor pertencente a familia Caviidae, subordem
Hystricognathi, subfamilia Caviinae, sendo encontrados
nas regioes da Caatinga e do Cerrado Brasileiro (Reis et al.
2006, Oliveira et al. 2008, Oliveira et al. 2010). Possui cauda
curta e uma pelagem densa com colora¢do do dorso que
varia de acinzentada a amarelada, apresentando um anel
de pélos brancos ao redor dos olhos (Reis et al. 2006). E
um animal terrestre e de habito crepuscular, vivendo em
bandos e alimentando-se de folhas (Mendes 1987). Pos-
sui comprimento de 22,5-23,5cm e apresenta uma massa
corpérea de 375-405 gramas (Oliveira et. al. 2008). E um
animal que se reproduz ao longo do ano, apresentando um
periodo de gestacdo de 48 dias, podendo ocorrer de seis a
sete ninhadas por ano sendo a mesma formada, em média,
por 2 a 4 crias (Eisenberg & Redford 1999, Reis et al. 2006,
Oliveira et. al. 2008). Em machos, o estudo de diversas eta-
pas do desenvolvimento testicular, especialmente daquelas
associadas a puberdade e a maturidade sexual, é de suma
importancia para a entrada da atividade sexual do animal
(Franga 1988).

Nos tubulos seminiferos de animais sexualmente ma-
duros, as células espermatogénicas nido estdo arranjadas
ao acaso, mas sim organizadas numa série bem definida
de associagdes celulares ou estadios, os quais se sucedem
numa determinada area do epitélio germinativo, com o de-
correr do processo espermatogénico. Tal sequéncia orde-
nada constitui o processo denominado de ciclo do epitélio
seminifero (CES) (Leblond & Clermont 1952, Ortavant et
al. 1977, Russel et al. 1990). A identificagdo dos estadios
do CES é essencial para estudos quantitativos do testiculo
e para o entendimento de como a espermatogénese é regu-
lada (Roosen-Runge & Geisel Jr 1950, Leblond & Clermont
1952, Franca & Russell 1998).

Na maioria das espécies de mamiferos, o arranjo dos
estadios é segmentar e usualmente existe somente um
Unico estadio por secgao transversal de tibulo seminifero
(Leblond & Clermont 1952, Russell et al. 1990). Contudo,
em alguns primatas, um arranjo helicoidal é observado,
no qual dois ou mais estadios estdo presentes por secgdo
transversal tubular (Heller & Clermont 1964, Sharpe 1994,
Smithwick et al. 1996).

Estudos morfolégicos do sistema reprodutor masculino
que indiquem as condig¢des do epitélio germinativo sdo es-
senciais para o reconhecimento dos estagios de maturagdo

sexual em que se encontram os individuos (Licht & Gor-
man 1970). Dentre os sistemas utilizados para se estudar
os estadios do CES, o mais empregado é aquele baseado na
forma e na localizagdo dos ntcleos das espermatides e na
presenca de figuras de divisdes meioticas (Roosen-Runge
& Geisel Jr 1950, Courot et al. 1970, Guerra 1983, Franca
1991). Este sistema, designado como método da morfolo-
gia tubular descrito por Berndtson (1977), permite a ob-
tencdo de oito estadios do ciclo para a maioria das espécies
estudadas.

Assim, torna-se necessario o desenvolvimento de es-
tudos nesta area, os quais contribuiriam de maneira sig-
nificativa para a compreensdo da biologia reprodutiva dos
preds, uma vez que o sucesso evolutivo que determina a
perpetuacdo de uma espécie e suas relagdes com o ecossis-
tema se deve a sua reproducdo. Portanto, o objetivo deste
estudo foi identificar as células da linhagem espermatogeé-
nica, associar e caracterizar os oito estadios do ciclo do epi-
télio seminifero e estabelecer as frequéncias relativas dos
estadios do CES.

MATERIAL E METODOS

Fragmentos de testiculos nas idades 30, 45, 60, 75, 90, 105, 120,
150 dias foram coletados no Centro de Multiplicagdo da Univer-
sidade Federal Rural do Semiarido, Mossord/RN (Autorizagio
IBAMA n22028236,/2008). Processo Comité de Etica: 009/2008.

Colheita do testiculo. Os testiculos dos animais de 30 a 150
dias de idade foram colhidos através de orquiectomias e em segui-
da os mesmos foram pesados. Durante o procedimento cirtrgico,
os animais de 60 a 150 dias foram anestesiados com 0,025mg/
ml/SC de sulfato de atropina e 0,2ml/kg/IM de Zoletil. Os de-
mais animais, de 30 e 45 dias, também foram anestesiados com
o0 mesmo protocolo, mas em seguida foram sacrificados tendo em
vista a dificuldade de se encontrar os pequenos testiculos dentro
da cavidade abdominal. Apés as orquiectomias, cada testiculo foi
separado do respectivo epididimo e em seguida obtido sua massa
e comprimento. Para a obten¢do da massa (g) utilizou-se uma ba-
lanca analitica (Modelo: Kern 430-21 Max 50g d=0,001g) e, para a
mensuracdo do comprimento foi utilizado um paquimetro inoxi-
davel com divisdes em milimetros (Vernier Caliper 4-way measu-
rement, 150mm x 0,02mm).

Processamento histolégico. Posteriormente os testiculos de
cada animal foram acondicionados em solug¢do de Bouin, Parafor-
maldeido e Glutaraldeido por um periodo de 24 horas. Depois de
desidratados, pela passagem em alcoois de concentrag¢des cres-
centes (70 a 100%) e diafanizados em xilol, foram incluidos em
parafina (Luna 1968). Efetuou-se entdo cortes de 5 um de espes-
sura em Micrétomo (Modelo Leica RM 2145) os quais foram cora-
dos por Hematoxilina e Eosina (HE). As laminas foram analisadas
por microscoépio de luz (Modelo Leica DM 2500) e utilizadas para
descrigdes microscépicas dos érgaos.

Identificacao dos tipos celulares do epitélio seminifero.
Foram identificadas as células da linhagem espermatogénica em
200 seccgdes transversais, sempre considerando as sec¢des mais
circulares, para cada testiculo, sendo entdo associados e estabele-
cidos os oito estadios do ciclo do epitélio seminifero (CES).

Caracterizac¢do dos estadios do ciclo do epitélio semini-
fero. O ciclo do epitélio seminifero foi caracterizado pelo método
da morfologia tubular, que se baseia nas alteragdes de forma e po-
si¢do do nucleo das células espermatogénicas e na ocorréncia de
suas divisdes meidticas no epitélio seminifero (Curtis 1918, Roo-
sen-Runge & Geisel Jr 1950, Swierstra 1968, Courot et al. 1970,

Pesq. Vet. Bras. 31(Supl.1):18-24, dezembro 2011



20 Paulo R.S. Santos et al.

Amann & Schanbacher 1983), permitindo assim a obtencdo de
oito estadios do ciclo.

Frequéncia relativa dos estadios do ciclo do epitélio semi-
nifero. As frequéncias relativas dos estadios do ciclo do epitélio
seminifero foram determinadas pelo exame e classificacdo de 200
secgdes transversais de tibulo seminifero, escolhidos ao acaso,
percorrendo-se os cortes em varredura horizontal. O calculo das
frequéncias, expressas em porcentagem, foi feito para os animais
de idades entre 90 e 150 dias (onde em todas as secg¢oes foi possi-
vel observar todos os estadios do ciclo do epitélio seminifero); de
acordo com a fase do desenvolvimento sexual (pré-puberes, pu-
beres e pds-puberes); e analisando individualmente cada animal
por idade.

Analise estatistica. Foram realizadas analises descritivas de
média e desvio padrdo através do programa GraphPad Prism4
para os parametros testiculares.

RESULTADOS

Morfologia das células espermatogénicas

O ciclo do epitélio seminifero é divido em oito estadios,
mostrados na figuras 1. Para caracteriza-los é necessario
identificar, através do método da morfologia nuclear, os
tipos celulares da linhagem espermatogénica e células de
Sertoli. No prea (Galea spixii) foram identificadas as seguin-
tes células da linhagem espermatogénica: espermatogo-
nias do tipo A, espermatécitos primarios (pré-leptdteno/
leptéteno, paquiteno, diploteno, zigbteno), espermatdcitos
secundarios, espermatides arredondadas, espermatides
alongadas e as células de Sertoli.

A espermatogodnia do tipo A foi identificada por estar
presente na membrana basal do epitélio seminifero. Tendo
como caracteristicas sua forma arredonda e grande, pre-
senca de um nucleo com uma textura lisa levemente cora-
da e o nucléolo evidente, geralmente esférico (Fig.1.II). Os
espermatocitos primarios em pré-leptéteno/leptoteno se
encontravam préximos a membrana basal, apresentando
uma forma compacta e uma fina borda do citoplasma en-
volvendo o nucleo (Fig.1.I). Os espermatdcitos primarios
em zig6teno continham uma forte expressao de uma massa
compacta de cromossomos centralmente localizados em
um dos lados do nucleo, mostrando um formato de semi-
-lua (Fig.1.1II). Os espermatécitos primarios em paquiteno
apresentaram um nucleo redondo onde os corddes de cro-
matina mostravam-se bem corados e dissociados (Fig.1.1).
Os espermatécitos primarios em diploteno apresentaram
um maior ntcleo e com uma maior dissociagdo dos cro-
mossomos, encontrando-se mais afastado da membrana
basal do epitélio (Fig.1.1II). Os espermatdcitos secundarios
encontravam-se associados com figuras meiéticas da divi-
sdo dos espermatocitos primarios para os secundarios.

As células de Sertoli (Fig.1.VI) foram caracterizadas por
sua irregularidade alongada e com um nucleo de formato
arredondado ou piramidal. Estando localizadas perpendi-
cularmente a membrana basal e presentes em todas as fa-
ses do ciclo do epitélio seminifero.

Os estadios do ciclo do epitélio seminifero

Baseado no método da morfologia tubular foi possivel
identificar as diferentes fases do desenvolvimento das es-
permatides, notadas nos estadios 1-8. As células predomi-
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nantes que compoe a associagdo celular em cada fase e suas
caracteristicas foram as seguintes:

No estadio 1 (Fig.1.I) foi observado a presenca de uma
geracdo de espermatogonias do tipo A, espermatides arre-
dondadas, estas com nucleos escuros e evidentes, esperma-
tocitos em paquiteno, estes localizados proximo as esper-
matogonias e as espermatides arredondadas, e células de
Sertoli.

0 estadio 2 (Fig.1.11) foi caracterizado pela presenca de
espermatides com seus nucleos alongando-se em diregio
ao lumen do tdbulo seminifero, espermatdcitos primarios
em pré-leptéteno e em paquiteno, e as células de Sertoli.

No estadio 3 (Fig.1.Ill) as espermatides alongadas es-
tavam dispostas em feixes voltados para o limen tubular,
sendo também observadas espermatides arredondadas
dispostas junto aos espermatocitos em paquiteno e diplé-
teno, espermatécitos em zigdteno, estes observados proxi-
mo a lamina basal, além da presenca das células de Sertoli.

Duas camadas de espermatécitos em paquiteno e em
diploteno destacaram-se no estadio 4 (Fig.1.IV), além da
presenca de espermatides alongadas, com feixes mais bem
formados que no estadio 3. Uma camada de espermatéci-
tos em zigoéteno foi observada proxima a lamina basal do
tubulo seminifero, juntamente com as células de Sertoli. A
presenca de produtos de meiose foi a caracteristica essen-
cial para a definicdo deste estadio.

No estadio 5 os feixes de espermatides alongadas e
agrupadas estavam bem evidentes, com seus ntcleos em
direcdo ao limen, as espermatogdnias do tipo A, esperma-
tocitos em zigéteno e paquiteno também estavam eviden-
tes. (Fig.1.V).

0 estadio 6 foi caracterizado pela presenca de uma evi-
dente camada de espermatides arredondadas, espermato-
citos em paquiteno e dipléteno. Os feixes de espermatides
alongadas comecavam a se desprender em dire¢io ao la-
men. E as células de Sertoli apresentaram-se com formatos
caracteristicos e ntcleos bem evidentes (Fig.1.VI).

No estadio 7 (Fig.1.VII) do ciclo do epitélio seminifero
os tipos celulares observados foram espermatides arre-
dondadas e alongadas, espermatécitos em paquiteno e cé-
lulas de Sertoli. A presenca de corpos residuais foi decisiva
para a caracterizacdo deste estadio.

0 estadio 8 foi caracterizado principalmente pela maior
quantidade de espermatozdides no limen tubular em re-
lacdo aos outros estadios, apresentando também todas as
células da linhagem espermatogénica encontradas nos es-
tadios antecedentes, exceto os espermatdcitos em zigoteno
(Fig.1.VIII).

Frequéncia dos estadios do ciclo do epitélio seminifero

As frequéncias relativas dos estadios do ciclo do epi-
télio seminifero se encontram descritos nas Figuras 2 e
3. Um total de 200 sec¢des transversais de tubulos semi-
niferos, sendo os mais arredondados, foi examinado para
cada animal. Na primeira variavel analisada, animais en-
tre 90 e 150 dias de idade (Fig.2A), os estadios I (24,5%),
IV (14%), e VIII (20,5%) foram os mais observados, en-
quanto o que apresentou uma menor frequéncia relativa
foi o estadio III (5,5%). A segunda variavel analisada, de
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Fig.1. Secgdes transversais de tubulos seminiferos caracterizando os estadios 1 (I), 2 (II), 3 (III), 4 (IV), 5 (V),
6 (VI), 7 (VII) e 8 (VIII) do ciclo do epitélio seminifero de testiculos de preas (Galea spixii) demonstrando
os seguintes grupos celulares: [I]: espermatdcitos primarios em pré-leptdteno/leptdteno (PL/1), espermatdcitos
primarios em paquiteno (PQ) e espermatides arredondadas (Ar); [II]: espermatocitos primarios em leptoteno
(L), PQ, espermatides em processo de alongamento (Al); [III]: espermatocitos primarios em zigdteno (Z),
espermatocitos primarios em diploteno (D) e Al em feixes; [IV]: Z, PQ, D, figuras de meiose (m), Ar e feixes de
A. [V]: espermatogonias (A), PQ, Ar e Al em feixes; [VI]: PQ, Ar e feixes de Al em direcdo ao lumen tubular;
[VII]: A, PQ, Ar, A ndo mais em feixes e proximos ao lamen, corpos residuais (CR); [VIII]: A, PQ, Ar, Al pre-
sentes na borda luminal e espermatozodides no limen tubular (E). Todos os estagios apresentaram espermatogo-
nias do tipo A (A) e células de Sertoli (S). Coloragdo HE, 1000x.
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Fig.2. (A) Frequéncias relativas do ciclo do epitélio seminifero, de animais com idades entre 90 e 150 dias. (B) Frequéncia relativa dos
estadios do ciclo do epitélio seminifero observada nos animais pré-puberes, puiberes e pés-puberes.
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acordo com a fase sexual do prea (Fig.2B), foi observado
na fase pré-pubere (30 dias) em que os estadios de maior
frequéncia foram os I, Il e VII, e o estadio que apresentou
menor frequéncia foi o estddio IV. Semelhante ao que foi
observado na fase pubere (45, 60, 75 e 90 dias de idade)
e pés-pubere (105, 120 e 150 dias de idade) do prea, em
que os estadios predominantes encontrados foram os [, [V
e VII, e o estadio com menor frequéncia nas duas fases foi

o III (Fig.2B) . Para a terceira variavel estudada, de acordo
com a idade do prea (30, 45, 60, 75, 90, 105, 120 e 150
dias) o estadio I mostrou-se mais frequente aos 30 dias, o
estadio Il aos 60 dias, o estadio III aos 30 dias, o estadio IV
aos 120 dias, o estadio V apresentou frequéncias idénticas
aos 45, 75 e 150 dias, o estadio VI aos 105 dias, o estadio
VII aos 75 dias e o estadio VII aos 90 dias de idade, dados
estes apresentados na Figura 3A-H.
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Fig.3. Frequéncias relativas de cada estadio do ciclo do epitélio seminifero observada nas idades de 30 a
150 dias de idade. (A) Estadio I, (B) estadio II, (C) estadio III, (D) estadio 1V, (E) estadio V, (F) estadio

V], (G) estadio VII, (H) estadio VIII.
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DISCUSSAO

Os diferentes tipos celulares do epitélio seminifero descri-
tos no prea (Galea spixii) ndo diferiram daqueles descritos
para outras espécies de roedores, tais como a cutia (As-
sis Neto et al. 2003), rato (Roosen-Runge 1955, Clermont
1972, Parreira & Cardoso 1991), hamster (Clermont 1954,
Oud & De Rooij 1977), camundongo (Oakberg 1956), co-
baia (Clermont 1960) e a capivara (Paula 1999), bem como
para outros mamiferos (Franga 1991, Courot et al. 1970,
Clermont 1972). As espermatogo6nias foram reconhecidas
por meio de sua cromatina a qual apresentava semelhanca
com a das espécies supracitadas, porém o método de colo-
racdo utilizado ndo permitiu a distin¢gdo das espermatogo-
nias do tipo A, Intermediarias e do tipo B.

O epitélio seminifero do prea estd constituido pelas
células da linhagem espermatogénicas que estdo arran-
jadas em associagoes definidas no decorrer do processo
espermatogénico. Estas associacdes celulares marcam o
ciclo do epitélio seminifero, que de acordo com o método
da morfologia tubular, pode ser dividido em oito estadios
(Berndtson 1977). O sistema acrossémico classifica o ci-
clo do epitélio seminifero em 14 estadios, sendo este ou-
tro método empregado em roedores como o camundongo
(Oakberg 1956), hamster (Haaster & Rooij 1993), rato (Le-
blond & Clermont 1952, Hess 1990), porquinho-da-india
(Clermont 1960). A metodologia utilizada nos permitiu a
determinacdo de oito estadios no prea. Sendo observados
para tal espécie, assim como para outros mamiferos, asso-
ciacdes celulares de apenas um estadio do ciclo em cada
corte transversal do tibulo seminifero (Clermont 1963,
Swierstra 1968, Franca 1991, Costa et al. 2004). A compo-
sicdo celular epitelial dos oito estadios foi semelhante ao
estudado em ratos (Roosen-Runge & Giesel 1950), pacas
(Pashov & Matamoros 1984) e suinos por Franca (1991).
As seguintes células da linhagem espermatogénica foram
observadas: espermatogdnias do tipo A, espermadtides
arredondadas e alongadas, espermatocitos em paquite-
no, pré-leptéteno, diploteno, zigéteno, espermatogodnias,
células de Sertoli e Leydig, além também da presenca de
figuras de meiose e corpos residuais. Entretanto para os
preas foi observado que os espermatécitos primarios em
zigbtenos se encontravam nos estadios de dois a cinco, e
somente no estadio seis ocorreu a diferenciacdo para a
fase de paquiteno, vindo de encontro ao descrito para ca-
tetos por Costa et al (2004).

Em relacdo a frequéncia relativa dos estadios do CES do
prea, classificados de acordo com a metodologia da morfo-
logia tubular, o estddio [ apresentou-se mais frequente em
animais entre 90 e 150 dias de idade e o III apresentou-se
em menor frequéncia. Pashov & Matamoros (1984) obser-
varam que para as pacas os estadios de maior frequéncia
foram o I e II, j& em contrapartida o estadio VI foi o me-
nos frequente, deferindo de camundongos (Pires 2011) os
quais apresentaram maior freqiiéncia para os estadios VII
e VIII e menor freqliéncia para os estadios I e II. Contudo,
uma variacdo na frequéncia relativa dos estadios do ciclo
do epitélio seminifero representa uma maior distancia filo-
genética entre as espécies de roedores.
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