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RESUMO

Varoni, M.S. Avaliacdo da Espermatogénese e da Ecotextura testicular do cavalo Pantaneiro. 2014.
Dissertacdo (Mestrado) — Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade Federal de
Mato Grosso do Sul, Campo Grande, MS, 2014.

Objetivou-se com este trabalho desenvolver um método indireto de avaliacdo da espermatogénese
atraves da ultrassonografia testicular aliada as analises de intensidade pixels das imagens. Para
tanto, imagens ultrassonograficas dos testiculos direito e esquerdo foram digitalizadas e avaliadas
com 0 auxilio do programa “Image J 1.34” (Rasband, 2005) em intensidade pixels em uma escala
de O (preto) a 255 (branco). A homogeneidade do parénquima testicular foi avaliada através de
quadrados representativos de 400 mm2, 1600 mmz2 e 3600 mm?2 nas regifes captada, media e
caudatado, parénquima testicular dos testiculos esquerdo e direito. A espermatogénese foi avaliada
para as correlacdes com as analises de intensidade pixel, através de técnicas histomorfométricas. O
cavalo da raca Pantaneira demonstrou o maior indice de células de Sertoli das racas brasileiras de
cavalos. A intensidade de pixels demonstrou correlacdo apenas (r=0,4) com a propor¢do de lumen
tubular e com a populagdo de espermatogdnias do tipo A (r=-0,5). Com 0s outros parametros da
espermatogénese nao houve correlagdo (p>0,05). A espermatogénese nao pode ser avaliada através
de técnicas indiretas.

Palavras-chave: Células de Sertoli, Intensidade Pixels, Tabulo Seminifero, Ultrassonografia.



ABSTRACT

Varoni, M.S. Evaluation Spermatogenesis and Echotexture testicular of the Pantaneiro horse. 2014.
Dissertacdo (Mestrado) — Veterinary Medicine and Animal Science College, Federal University of
Mato Grosso do Sul, Campo Grande, MS, 2014.

The aim of this study was to develop an indirect method of evaluation of spermatogenesis by
testicular ultrasonography combined with the intensity pixels analysis of the images. For both,
ultrasound images of the right and left testes were obtained and digitized and analyzed with the
support of the "Image J 1.34" program (Rasband, 2005) in pixels intensity on a scale from 0 (black)
to 255 (white). The homogeneity of parenchyma testicular was evaluated through representative
square 400 mmz2, 1600 mm?2 and 3600 mm? regions captada, media and caudate parenchyma
testicular of the left and right testes. The spermatogenesis was only assessed for correlations with
the analysis of pixel intensity through histomorphometric techniques. The Pantaneiro breed Horse
demonstrated the major Sertoli cell index until then reported tobrazilian horse breeds.The intensity
of pixels shown only correlation (r=0.4) with the ratio of tubular lumen and a population with type
A spermatogonia(r=-0.5). The spermatogenesis cannot be assessed by indirect techniques.

Keywords: Sertoli cells, Intensity Pixels, Seminiferous tubule, Ultrasonography.
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INTRODUCAO

Atualmente no Brasil, a populacdo de equideos é estimada em 7.986.023 cabecas, sendo
5.541.702 de equinos, 1.130.795 de asininos e 1.313.526 de muares. A populacdo de equinos € a
quarta maior do mundo. Esta populagdo movimenta cerca de R$ 7,5 milhGes e gera em torno de R$
3,2 milhdes empregos diretos e indiretos (ALMEIDA; SILVA, 2010).

Primeiramente, o cavalo foi utilizado nas fungdes de sela, carga e tracdo, a partir do século
XX, comegou a ser utilizado com mais frequéncia nas atividades de lazer, equoterapia para o
tratamento de portadores de necessidades especiais (ALMEIDA,; SILVA, 2010).

O agronegbcio equino segmenta-se em diversas areas, dentre elas o fornecimento de
medicamentos, racOes, prestacdo de servigos, selas e outros acessorios utilizados na montaria
(ALMEIDA; SILVA, 2010). O Brasil € o terceiro maior mercado de produtos veterinarios, ficando
apenas atras de Estado Unidos e Japao (LIMA et al., 2006).

Além destes segmentos hd comercializacdo de animais nos leilGes particulares ou de
associacdes de criadores de cavalos. Os leildes de cavalos exigem uma complexa estrutura para a
sua realizacdo, sendo um dos principais componentes desta, um local bem localizado para a
recepcao dos possiveis compradores de cavalos (LIMA et al., 2006).

Além do recinto apropriado para a sua realizacao, o leildo exige um leiloeiro, uma equipe de
pisteiros, um buffet, midia, folhetos para a sua divulgacdo. Para a realizacdo de um leildo de grande
porte € necessario o envolvimento direto de 40 a 50 pessoas. O leildo também exige a preparacdo
fisica dos animais, é necessario o toalete, a pintura dos cascos e entre outros cuidados (LIMA et al.,
2006).

Atualmente, o mercado de leilGes rurais de cavalos tem apresentado um crescimento nos
Gltimos anos. Entre os anos de 1995 a 2004, o numero de aquisicdo de animais através de leildes
praticamente quadruplicou. O volume financeiro movimentado passou de R$ 22 milhGes, em 1995,
para R$ 111 milhdes em 2004, um aumento de 430% (LIMA et al., 2006; ALMEIDA; SILVA,
2010).

Diante deste panorama favoravel & criacdo de cavalos, exposto acima, s80 necessarios mais
estudos cientificos sobre a reproducdo, nutricdo e sanidade dos equinos. Um exemplo da
necessidade de maiores pesquisas € o limitado nimero de medicamentos especificos para equinos
disponiveis nas lojas agropecuarias (LIMA et al., 2006; ALMEIDA; SILVA, 2010).

Com esta crescente demanda no mercado de cavalos, pesquisas sobre a fisiologia
reprodutiva dos garanhdes sdo extremamente importantes, visto que trabalhos cientificos deste

cunho sdo escassos. A reproducdo nos garanhdes comecga na espermatogénese, e 0 Seu correto
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funcionamento é de assaz importancia para a comercializacdo de garanhdes, decorrente da constante

demanda de cavalos para servico, lazer e entre outras utilidades.

1. Origem do Cavalo Pantaneiro

A introducéo de cavalos no Brasil ocorreu durante o periodo de coloniza¢do com o intuito de
explorar o continente recém-descoberto, pois este era o Unico meio de transporte. Os primeiros
animais foram introduzidos no litoral, e a partir destes territdrios os animais foram dispersos para
outras regides do pais, tais como o nordeste, norte, centro-oeste e sudeste. Os cavalos do extremo
sul e centro oeste originaram-se de animais provenientes da Espanha introduzidos na Argentina e
Uruguai (LUCIDIO; RONDON, 1972; SANTOS et al., 1992).

No ano de 1500, Portugal e Espanha dividiram as terras descobertas através do tratado de
Tordesilhas, e consequentemente, através das expedicdes e ocupacdes do territorio brasileiro pelos
portugueses. Posteriormente, ocupagfes espanholas no Rio da Prata com o objetivo de colonizar e
desbravar a terra nova, introduziram cavalos, que na época eram 0 meio de transporte dos
desbravadores (LUCIDIO; RONDON, 1972; SANTOS et al., 1992).

As expedicbes para o0 descobrimento e povoamento das regides sul-americanas foram
impulsionadas pelas politicas publicas de fixacdo do homem na terra e contribuiram para insercéo
de animais domésticos nas regides povoadas (LUCIDIO; RONDON, 1972).

Em 1535, Dom Pedro de Mendoza, almirante espanhol, ocupou a regido do Rio da Prata
com o objetivo de povoar e conquistar as regides em torno do Rio da Prata, e juntamente com ele,
desembarcaram cem cavalos andaluzes. Durante o percurso das viagens adentro do territorio sul
americano, os cavalos eram perdidos, e isto culminou com a formacdo de um rebanho de cavalos
selvagens (AFFONSO; CORREA, 1992).

As colbnias ndo possuiam cercas para delinear o territério e eram muito extensas, com isso,
muitos cavalos fugiam e pouco a pouco se formaram os plantéis iniciais de cavalos selvagens, que
mais tarde se espalhariam por todo o continente americano. Contudo, em 1541, Dom Pedro de
Mendonza, ao ser atacado por indios, abandonou a regido deixando numerosos cavalos durante a
fuga. Estes animais encontraram terreno e condigdes propicias para se desenvolverem e se
reproduzirem (AFFONSO; CORREA, 1992).

Apbs a fuga de Dom Pedro de Mendonza, Alvar Nuafiez Cabeza de Vaca foi nomeado
governador do Rio da Prata, vindo da Espanha para o continente sul americano. Juntamente com o
governador vieram soldados, quarenta e seis cavalos e algumas cabecas de vaca. A frota de navios

ancorou em Cananeia, cidade localizada no litoral paulista a sudeste da capital do Estado, e em
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seguida, navegaram em direcdo ao Estado de Santa Catarina. Durante a viagem, Alvar Nufiez
Cabeza de Vaca perdeu dois navios e cerca de vinte cavalos, fazendo-o ir por terra para Assuncéo, e
nessa expedi¢do, provavelmente alguns cavalos foram perdidos no sul e centro-oeste do Brasil
(SANTOS et al., 1992). Em outra expedicdo, a procura de uma rota para o Peru, Alvar Nlfiez
Cabeza de Vaca partiu de Assuncdo em 1542, indo até o rio Paraguai. Outros expedicionarios
também tentaram descobrir, uma rota para o Peru, e durante estas viagens, cavalos foram perdidos
(SANTOS et al., 1992).

Durante as expedi¢des, um dos principais contratempos eram 0s ataques indigenas, 0 que
obrigava os governadores, fazendeiros e outras autoridades a aumentarem o nimero de cavalos,
pois os conflitos eram constantes, e manter os soldados bem montados e com cavalos reservas
correspondentes aos titulares era de extrema importancia para a defesa das terras (AFFONSO;
CORREA, 1992).

Os indios guaicurus viviam proximos do rio Paraguai na regido entre Miranda e Corumba e
durante os ataques as propriedades e expedicGes, usavam cavalos descendentes daqueles deixados
pelos espanhois. Os indigenas aprenderam a domar cavalos com os espanhdis, e por anos roubaram
cavalos e gado, o que contribuiu para a disseminacdo de cavalos na regido (SANTOS et al.,1992).

Em 1580, j& havia cerca de mil cavalos agregados pelo governador do Rio da Prata e um
grande rebanho selvagem de cavalos descendentes dos animais trazidos inicialmente por Dom
Pedro de Mendonza (AFFONSO; CORREA, 1992; SANTOS et al, 1992).

Posteriormente, no século XVII, ocorreram numerosas expedicdes em direcdo ao Peru com
0 objetivo de capturar nativos para trabalhar na agricultura de S&o Paulo. Estas expedigdes
iniciaram o processo de expulsdo dos jesuitas, que inicialmente ocuparam as margens do rio
Aquidauana (AFFONSO; CORREA, 1992; SANTOS et al., 1992). Na metade do século XVII, com
as expedicdes dos Bandeirantes paulistas em direcdo ao centro-oeste, ocorreram as ocupacfes do
oeste brasileiro e a expulsdo dos espanhdis, jesuitas e seus seguidores, formando a regido de
Vacaria, delineada pela serra de Maracaju, Rio Parand e Amambai e a cabeceira do Rio Pardo
(SANTOS et al., 1992).

Apos a formacdo da regido de Vacaria, ocorreu a sua ocupagao por numerosos colonos
paulistas, contudo, a descoberta de ouro mudou todo o panorama da regido. As vilas que foram de-
correntes da ocupacdo de colonos se transformaram em cidades. Mais tarde, com a decadéncia do
ouro, a atividade econdmica de criagdo de bovinos passou a ser desenvolvida (SANTOS et al.,
1992).

As expedicdes dos bandeirantes para a regido central do Brasil, as insercdes de animais
pelos colonizadores espanhdis e portugueses e as a¢des dos indios Guaicurus atraves dos ataques as

expedicdes e fazendas, contribuiram para a inserc¢ao de cavalos na regido, e subsequentemente, estes
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animais sofreram por anos a pressdo da selecdo natural, j& que eram submetidos a longas marchas
sem muitos cuidados, e muitos animais foram perdidos durante as viagens formando rebanhos
selvagens (SANTOS, 1981; SANTOS et al., 1992).

Além dos indios Guaycurus, os indios Querandis e Paiaguas também contribuiram para a
disseminacdo dos cavalos. Os indigenas avancaram em direcdo ao norte da regido, hoje o Estado de
Mato Grosso, a procura de melhores pastagens para seus cavalos, foram povoando as regifes por
onde passavam, chegando a ter, segundo as informacdes dos castelhanos, vitimas dos ataques dos
indios, um rebanho aproximado de 20.000 cavalos domesticados (SANTOS, 1981).

Provavelmente o cavalo Pantaneiro é oriundo de animais trazidos, pelos colonizadores, da
Peninsula Ibérica, territorio localizado no sudeste da Europa e corresponde aos paises de Portugal,
Espanha, Gilbraltar e Andorra. As racgas de cavalo que provavelmente contribuiram para a formacéo
do cavalo Pantaneiro foram o Andaluz, de origem espanhola, introduzidos no Rio da Prata pelos
colonizadores espanhois; os cavalos da raca Berbere que foram trazidos para a Espanha em 800
D.C. pelos Mouros, que cruzaram estes animais com 0s animais de racas autdctones e formaram os
cavalos da raca Andaluz; dos animais da raca Arabe e dos cavalos da raca Crioulo Argentino. Estes
animais por mais de 200 anos passaram por uma pressao de selecdo natural o que proporcionou a
formacéo de uma raca local, adaptada ao bioma pantaneiro (SANTOS et al., 1992; SERENO et al.,
1996).

As caracteristicas de adaptabilidade ao bioma Pantaneiro, que foram adquiridas ao longo de
anos de selecdo natural, tais como a resisténcia do casco a umidade o que evita enfermidades
decorrentes de excesso de umidade, a tolerancia ao calor, alta fertilidade independente do manejo
adotado, o que indica uma excelente adaptacdo as condi¢des naturais do ambiente, e a tolerancia a
doencas infecciosas que acometem os cavalos da regido pantaneira, como por exemplo, a Anemia
Infecciosa Equina (AIE), Tripanossomose (mal-de-cadeiras), Pitiose Equina (ferida da moda)
(SANTOS et al., 2004).

Além disso, o formato fechado do cavalo Pantaneiro possibilita a marcha em terrenos
alagados e o héabito alimentar de consumir espécies forrageiras das areas pantaneiras inundaveis
consiste em caracteristica de adaptabilidade, e a utilizacdo do cavalo Pantaneiro no enduro equestre,
contudo, o cavalo Pantaneiro também movimenta a economia com leildes e exposi¢cdes de
exemplares da raca (SANTOS et al., 2007).

Os locais da formacéo da raga, foram em Mato Grosso, nas localidades de Santo Antonio do
Leverger, Bardo de Melgaco, Nossa Senhora do Livramento, e também em Mato Grosso do Sul, nas
localidades de Aquidauana e Corumba. O Pantanal consiste em um territorio drenado pelo rio
Paraguai e seus afluentes. Abrange os territdrios paraguaios, bolivianos e no lado brasileiro, os

municipios do Estado de Mato Grosso e Mato Grosso do Sul, sendo nestes a pecuéaria de corte e 0
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ecoturismo como umas das principais atividades econdmicas (BALIEIRO, 1971; SANTOS et al.,
1995).0 bioma pantaneiro ndo € uma area permanentemente inundada, contudo, possui periodos de
secas e enchentes. As areas alagadas restringem-se a quase totalidade do municipio de Corumba e
parte dos demais municipios alocados na regido pantaneira (CARVALHO et al., 1989).

Os primeiros estudos sobre o cavalo Pantaneiro foram realizados por Domingues (1957), e
por Corréa Filho (1973). O primeiro estudo determinou um padrdo racial para o cavalo pantaneiro
atraves de analises de animais provenientes de Poconé, Caceres, Santo Antonio do Leverger eBarao
de Melgaco. O segundo estudo, de Santos et al. (1995), identificou os principais fenotipos da raca
Pantaneira. A partir do ano de 1900, com cruzamentos indiscriminados com outras ragas com 0
objetivo de elevar o porte da raca Pantaneira, considerado pequeno, aliado a enfermidades como
“mal-de-cadeiras” (tripanossomose) € a anemia infecciosa equina (AIE), contribuiram para a
diminuicdo do nuimero de cavalos da raca Pantaneira. Além disso, os melhores animais da raca
Pantaneira eram castrados e utilizados nos trabalhos diérios das fazendas, com isso, a paternidade
ficava com os animais inferiores (SANTOS et al., 1995; SERENO et al., 1996; MISERANI et al.,
2002).

Os pecuaristas da regido pantaneira ja tentaram introduzir outras racas na regido, como o
Arabe e o Puro Sangue Inglés, entretanto, essas ragas nio suportaram as cheias, secas e as
temperaturas elevadas. O porte menor do cavalo Pantaneiro e a falta de beleza da raca, apontado por
alguns produtores como pontos fracos da raca, provavelmente serdo melhoradas através da selecéo.
Contudo, os criadores sdo unanimes em dizer que o cavalo Pantaneiro € o ideal para a regido, pois é
0 Unico que suporta as adversidades da regido pantaneira e os longos periodos de trabalhos sob
temperaturas elevadas sem muitos cuidados (SANTOS et al., 2002).

A pecuéria de corte é a base da economia da regido pantaneira, sendo explorada no sistema
extensivo em decorréncia das adversidades das inundacdes. A partir da década de 40 a inddstria de
charque, motivada pela necessidade de alimentos da populacdo, impulsionou o comércio de
bovinos, com isso, veio a melhoria do rebanho pantaneiro. No entanto, a inexisténcia de rodovias
nas areas alagadas fazia com que o transporte de bovinos fosse a pé até as rodovias mais proximas
(CARVALHO et al., 1989).

O crescimento da pecuaria na regido pantaneira obrigou os fazendeiros a terem uma tropa
numerosa de cavalos adaptados as adversidades de cheias e secas, ao consumo das pastagens
nativas da regido pantaneira e aos longos periodos de marchas para levar o gado para rodovias mais
proximas (CARVALHO et al., 1989).

O cavalo da raga Pantaneira foi ao longo dos anos tornando-se um importante fator
socioecondmico por ser essencial na pecuéria. Além disso, € importante também para o ecoturismo,

uma atividade econémica que vem se consolidando a cada ano como uma atividade sustentavel, que
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concilia o desenvolvimento econdmico com a preservacdo do meio ambiente. No Pantanal, o
sistema de criacdo de bovinos de corte é de forma extensiva, e 0 cavalo Pantaneiro exerce papel
fundamental no manejo diario desses animais, e no ecoturismo a utilizacdo do cavalo Pantaneiro é
no transporte de turistas em cavalgadas (SERENO et al., 1996; SANTOS et al., 1995).

Em 1969, uma comissdo de estudos e pesquisas, dentre os integrantes desta comisséo, o
professor Luiz Rodrigues Fontes, organizou um padréo racial provisério do cavalo Pantaneiro. Com
0s objetivos de preservacdo da raca e de um continuo melhoramento zootécnico foi fundada em 29
de maio de 1972 a Associacdo Brasileira dos Criadores do Cavalo Pantaneiro (ABCCP) e
paralelamente foram criados varios nucleos de criatorios de cavalo Pantaneiro (SANTOS, 1981).

Em 1988, a Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria (EMBRAPA), criou um nucleo
de estudos reprodutivos com o intuito de preservar o material genético do cavalo adaptado ao bioma
Pantaneiro (SERENO et al., 1996).Melo et al. (1998) descreveram bem o desenvolvimento sexual e
a idade a puberdade de 26 garanhdes Pantaneiros, ja Ribas (2006), avaliou a influéncia das estacdes
de cheia e seca nas caracteristicas reprodutivas do cavalo Pantaneiro, e concluiu que o garanhao
Pantaneira pouco sofre os efeitos do fotoperiodo e depende muito mais de sua condi¢do corporal.

Apesar da importancia do cavalo Pantaneiro, alguns fundamentos basicos da fisiologia
reprodutiva dos machos desta raga ndo sdo esclarecidos, ndo ha trabalhos que avaliem a
espermatogénese e a correlacionem com ecotextura testicular com o objetivo de desenvolver um
método ndo invasivo de avaliacdo da mesma. O desenvolvimento de um método ndo invasivo de
avaliacdo seria de grande importancia para os estudos da espermatogénese, fato este que motivou a
realizacdo deste trabalho.

A avaliacdo da espermatogénese é feita através da castracdo ou bidpsia testicular dos
garanh@es. Estes métodos sdo invasivos e ndo permitem repeticdo ou alta repetitividade no caso da
bidpsia testicular e muitos proprietarios sdo resistentes ou nao permitem o emprego destes métodos
em seus animais. Se a espermatogénese pudesse ser avaliada indiretamente através da
ultrassonografia aliada com a analise computacional das imagens ultrassonograficas, um método
ndo invasivo de avaliacdo da espermatogénese poderia ser utilizado na selecdo dos animais pelos

criadores.

1.1. Espermatogénese

A espermatogénese € um processo altamente especializado e complexo que tem lugar dentro
dos tubulos seminiferos, e para a sua concretizagdo, sdo necesséarias varias divisdes celulares para

que uma célula diploide se transforme em uma célula altamente especializada, o espermatozoide. O
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processo de formacdo do espermatozoide envolve trés classes de células, as espermatogénias,
espermatocitos e espermatides (COSTA; PAULA, 2003).

Inicialmente, as espermatogbnias surgem a partir dos gonocitos, localizados nos tabulos
seminiferos precursores durante o segundo més de gestagdo. As espermatogdnias sdo as células
tronco do epitélio seminifero e através de divisbes mitoticas destas, originam-se o restante das
células germinativas. Inicialmente, foram identificados dois tipos de espermatogénias as do tipo A e
as do tipo B. Posteriormente, foi demonstrada a presenca da espermatogénia intermediaria no rato e
seguidamente em outras espécies como no touro e no carneiro (CLERMONT, 1960;
HOCHEREAU, 1968; AMANN, 1981).

Para a maioria dos mamiferos, exceto para o garanhdo, a espermatogénese comeca com a
conversao dos gondcitos em espermatogdnias de forma aleatéria em diversos locais do parénquima
testicular, isto resulta em uma mudanca uniforme da coloragdo do parénquima testicular. Nos
cavalos, o desenvolvimento da espermatogénese comeca centralmente no parénquima testicular, e
progressivamente se expande para a periferia do parénquima testicular (CLEMMONS et al., 1995;
AMANN, 2011).

O cavalo possui cinco subtipos de espermatogbnias, as espermatogonias do tipo Aj
caracterizadas pelo nicleo achatado, as tipo A, caracterizadas por nlcleos grandes com o centro
composto por eucromatina (cromatina compactada), as espermatogoénias do tipo As, caracterizadas
pelo maior nucleo e pelo grande nucléolo, as espermatogdnias do tipo B;, com nucleo grande de
formato esférico com tragos de cromatina e por fim, as espermatogdnias do tipo B, que possuem
nucleos pequenos e esféricos com pequenos tragos de cromatina (AMANN, 2011).

O exato momento em que a espermatogénese comeca permanece desconhecido, entretanto
este momento pode ser estimado. O fim do processo é determinado no momento em que 0
espermatozdide é lancado no lumen tubular (BARTH;0KO,1989).

Contudo, o processo de formacdo do espermatozoide equino é dividido em trés fases, a
espermatocitogénese ou fase de proliferacdo espermatogonial, a fase mei6tica e a espermiogénese.
A proliferacdo espermatogonial ou fase de divisdes mitoticas possui duracdo de 19,4 dias e envolve
as cinco diferentes geracdes de espermatog6nias (Al, A2, A3, Bl e B2). Nesta etapa, com a divisdo
mitotica da espermatogbnia B2 é gerado o espermatécito primario em pré-leptoteno(JOHNSON,
1991; JOHNSON, et al., 1997).

A fase meiotica, com duracdo de 19,4 dias, é caracterizada por duas divisdes meidticas e ao
final das divisGes celulares formam-se as espermatides, e por fim, a espermiogénese gque consiste na
diferenciacdo da espermatide em espermatozdide. Todo 0 processo espermatogénico do garanhao
dura 57 dias (AMANN, 1981).
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As células da linhagem espermatogénica que entram em meiose e sdo provenientes da Gltima
divisdo espermatogonial sdo denominadas espermatocitos. A divisdo celular compreende duas fases,
as celulas em divisdo celular na primeira fase sdo denominadas espermatocitos primarios, e as da
segunda fase sdo denominadas de espermatocitos secundarios (COSTA; PAULA, 2003).

Os espermatdcitos priméarios em pré-leptoteno, quando estdo perto de se transformarem em
leptéteno migram para o compartimento adluminal e iniciam fase de divisao celular meiética, na
qual surgem espermatécitos secundarios que completam a meiose com a formacéo das espermatides
(HESS; FRANCA, 2008).

Ao final do processo de divisdo celular, inicia-se o processo de diferenciagéo celular, em que
as espermatides arredondadas passam por diversas mudancgas morfologicas e bioguimicas, e que ao
final do processo se transformam em uma célula hapléide altamente especializada, denominada
espermatozoide (AMANN, 1981).

Apos a liberagdo dos espermatozoides no limen tubular, estes vdo para o epididimo, onde
adquirem a habilidade inicial de fertilizar os dévulos. As mudancas no transito epididimario
consistem em aquisicdo do potencial de sustentar motilidade progressiva e a perda da gota
citoplasmatica (JOHNSON et al., 1997).

1.2. Ciclo do epitélio seminifero

O ciclo do epitélio éuma sequéncia de eventos e mudancas que ocorrem em um determinado
ponto do epitélio seminifero. A duracdo do ciclo do epitélio seminifero € especifico para a espécie,
nos equinos é de 12,2 dias, totalizando 4,5 ciclos. Esta sequéncia de eventos é denominada estagio
do ciclo do epitélio seminifero. As frequéncias relativas dos estagios do ciclo do epitélio seminifero
sdo constantes para cada espécie (JOHNSON, 1991).

Os estadios do ciclo do epitélio seminifero sdo classificados de acordo com duas
metodologias: 0 método da morfologia tubular que consiste na classificacdo das alteracdes dos
nacleos das células espermatogénicas, na ocorréncia de divisdes meidticas e no arranjo das
espermatides, este classifica as mudancas do ciclo do epitélio seminifero em 8 estagios para todas as
espécies e foi proposto por Ortavant (1977). Os equinos possuem somente um estagio por sec¢ao
transversal do tubulo seminifero, devidamente descritos abaixo. Entretanto, os camundongos
possuem mais de um estagio por sec¢édo transversal (AMANN, 1981).

O estadio um do ciclo do epitélio seminifero dos garanhdes tem a duragdo de 2,1 dias e é
caracterizado pelo desaparecimento por completo de espermatides arredondadas maduras ao Iimen
e ao inicio do alongamento dos nucleos das espermatides. Os seguintes tipos celulares estdo

presentes: espermatogonias do tipo A, espermatocitos primarios em pre-leptoteno/leptoteno no
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compartimento basal e na por¢do adluminal sdo observados espermatdcitos primarios em paquiteno
(SWIERSTRA et al., 1974; FIGUEIRO, 2010).

O estadio dois possui duracdo de 1,8 dias e é caracterizado pelo final do alongamento do
nacleo das espermatides e sdo evidenciados os seguintes tipos celulares: espermatogdnias do tipo A,
espermatdcitos primarios em lept6teno e subsequentemente em paquiteno e espermatides em fase de
alongamento (SWIERSTRA et al., 1974; FIGUEIRO, 2010).

O estadio trés caracteriza-se pela duracdo de 0,4 dias e neste, encontram-se 0s seguintes tipos
celulares: espermatogbnias do tipo A, espermatocitos primarios em zigéteno e paquiteno e
espermatides alongadas (SWIERSTRA et al., 1974; FIGUEIRO, 2010).

O estagio quatro, com duracdo de 1,9 dias, comeca na primeira divisdo meiotica até o fim da
segunda divisdo meidtica, e apresenta 0s seguintes tipos celulares: espermatogbnias do tipo A,
espermatdcitos em transi¢cdo de zigoteno para paquiteno, dipléteno, espermatdcitos secundarios,
espermatides arredondadas e espermatides alongadas (SWIERSTRA et al., 1974; FIGUEIRO,
2010).

O estadio cinco, de 0,9 dias de duracdo, comeca ao final da segunda divisdo meiotica e
apresenta as seguintes células: espermatdcitos primarios em paquiteno, espermatides arredondadas e
espermatides alongadas (SWIERSTRA et al., 1974; FIGUEIRO, 2010).

O estadio seis, com duracdo de 1,6 dias caracteriza-se pela presenca de espermatogdnias B,
espermatocitos primarios em paquiteno, espermatides arredondadas e alongadas encaminhando-se
para o lumen (SWIERSTRA et al., 1974; FIGUEIRO, 2010).

O estadio sete, com duracdo de 1,5 dias, demonstra espermatides B, com nucleo menor do
que as espermatides do tipo B; espermatides arredondadas e alongadas, corpos residuais pequenos e
pouco delimitados resultantes do citoplasma das espermatides alongadas em preparacdo para a
espermiacdo (SWIERSTRA et al., 1974; FIGUEIRO, 2010).

Por fim, o estadio oito, com duracdo de 1,9 dias, caracteriza-se pela presenca de
espermatog0nias do tipo B, e do tipo A, espermatides alongadas que sdo liberadas para o lumen
tubular (SWIERSTRA et al., 1974; FIGUEIRO, 2010).

O segundo método proposto para a classificacdo denomina-se de sistema acrossomal, que
consiste nas observacgdes das alteragcdes do sistema acrossdmico e na morfologia das espermatides,
porém, este método propBe numeros diferentes de estagios para cada espécie. Entretanto, este
método ndo € comumente utilizado (COSTA; PAULA, 2003).

Ao longo dos estagios do ciclo do epitélio seminifero sdo observadas mudancas nos tipos de
espermatogonias. As espermatogonias do tipo A;, A, e Az sdo encontradas em todos os estagios do
epitélio seminifero. Entretanto, espermatogdnias do tipo Az sdo predominantes nos estagios um e

trés. Ja as espermatogonias do tipo B sdo evidenciadas a partir do estagio seis (JOHNSON, 1991).
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O tamanho da populacdo de espermatogdnias é dependente das células de Sertoli, pela
renovacdo das ceélulas tronco pelo ndmero de divisdes das células tronco em espermatdcitos
primarios, e pela quantidade de degeneracéo de subtipos de espermatogbnias (BERNDTON, 1977).

As células de Sertoli estdo presentes em todos os estadios do ciclo do epitélio seminifero e
possuem ntcleo com irregularidades e nucléolo evidente (FIGUEIRO, 2010).

1.3. Testiculo e seus componentes celulares

O testiculo é o 6rgao central do sistema reprodutivo responsavel pela producdo de
androgenos pelas células de Leydig, assim como a producdo de células hapldides através da
espermatogénese nos tabulos seminiferos. Os testiculos de cavalos medem aproximadamente 80 a
140 mm de comprimento e 50 a 80 mm em largura, e sdo constituidos pelo parénquima, envolto
pela albuginea que é composta por tecido coldgeno e musculo liso. A tunica albuginea forma
trabéculas que se estendem para o parénquima testicular para fornecer um quadro de apoio
estrutural e dividir o testiculo em l6bulos (AMANN, 1981).

O tubulo seminifero, estrutura que ocupa maior parte do parénquima testicular, aloca as
células espermatogénicas, é funcionalmente dividido em dois compartimentos, o basal e o
adluminal. Estes compartimentos sdo separados por uma complexa juncdo entre as células de
Sertoli, a barreira hematotesticular. As juncdes de oclusdo entre as células de Sertoli estdo
associadas a complexos hexagonais de filamentos de actina, denominados de especializacdes
ectoplasmaticas (FRANCA; RUSSELL, 1998).

As células de Sertoli se aderem a Iamina basal do tubulo seminifero através de estruturas
semelhantes aos hemidesmossomos, substancias que ligam a célula com a membrana basal
adjacente através de filamentos, que servem para ancorar as células de suporte na membrana basal.
Esta aderéncia na membrana basal ocorre durante o desenvolvimento testicular e permite que as
células de Sertoli permanegcam como um andaime para suporte, migracao e organizacao espacial das
celulas germinativas no epitélio seminifero (FRANCA et al., 2005).

No cavalo, os tubulos seminiferos ocupam cerca de 70% do volume testicular, esta
proporcao é maior do que em ratos com 60% e humanos com 40% de proporcao de tecido tubular.
Entretanto, outras espécies possuem maior propor¢do de tubulos seminiferos, tais como o touro,
com 76%, o cdo com 84% e o porco com 77% de proporgdo de tecido tubular no parénquima
testicular. Os demais espacos do parénquima testicular sdo preenchidos, em menor proporcéao, pelo
espaco intertubular e pelo lumen tubular (FRANCA; RUSSELL, 1998; AMANN, 2011).
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O compartimento basal do tubulo seminifero contém as espermatogénias, as células tronco
do epitélio seminifero, os espermatocitos primarios e as células de Sertoli, enquanto o
compartimento adluminal detém as espermatides e os espermatdcitos secundarios (FRANCA,;
RUSSELL, 1998).

A célula de Sertoli, originaria do epitélio celomatico, é o elemento-chave da
espermatogénese, desempenhando diversas fungdes no epitélio seminifero, tais como as de
sustentacdo e nutricdo das celulas germinativas, que sdo provenientes do epiblasto adjacente ao
mesoderma embrionario. Além disso, as celulas de Sertoli proporcionam um ambiente “imuno
privilegiado™ através de suas jungdes, evitando que os antigenos produzidos na superficie das
células germinativas provoguem resposta auto-imune, caso sejam reconhecidas pelo sistema
imunoldgico (FRANCA et al., 2005).

O espaco intertubular do parénquima testicular € composto de células de Leydig, vasos
sanguineos e linfaticos, nervos, e outras populacbes variaveis de células, como macrofagos e
mastocitos, além de tecido conjuntivo. As células de Leydig participam da espermatogénese atraves
da producéo da testosterona por meio da metabolizacdo do colesterol em testosterona. Estas células
sdo derivadas do corddo nefrogénico e se desenvolvem a partir das células mesenquimais
intersticiais e produzem 95% da testosterona (HESS; FRANCA, 2008).

1.4. Células de Sertoli e a barreira hematotesticular

As células de Sertoli ou células de suporte, estdo situadas basalmente dentro do tabulo
seminifero e desempenham papel importante na regulacdo da espermatogénese através de suas
funcdes de sustentacdo do tronco espermatogénico, nutricdo das células espermatogénicas,
fagocitose de células germinativas em degeneracgdo e de corpos residuais (COSTA; PAULA, 2003).

As células de suporte possuem um extensivo citoplasma que se entende para as células
germinativas, constituem 15 a 25% do epitélio germinativo do garanhdo. Estdo presentes em todos
os estadios do ciclo do epitélio seminifero. O nimero de células germinativas por célula de Sertoli é
caracteristico de cada espécie (AMANN, 1981).

Uma das caracteristicas das células de Sertoli é a formacéo da barreira hematotesticular, que
controla as substancias que aderem ao tdbulo seminifero, através do fluido intersticial.
Estruturalmente existem duas barreiras, a de camada de células mioides que circunda o tdbulo
seminifero e a juncéo das células de Sertoli que dividem o tdbulo seminifero nos compartimentos
basal e adluminal (JOHNSON; NEAVES, 1981).

O compartimento basal é composto de espermatogbnias e espermatdcitos primarios, ja o

compartimento adluminal é composto de espermatdcitos secundarios e espermatides. O
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desenvolvimento testicular é dependente do crescimento das células de Sertoli, e ap6s a puberdade
o nuamero de células de Sertoli permanece estavel (BRACKETT, 2006).

1.5. Onda do epitélio seminifero

A onda do epitélio seminifero corresponde a uma ordem sequencial de estagios ao longo da
extensdo dos tubulos seminiferos de um determinado periodo, e € o resultado de divisdes
programadas das espermatogdnias em segmento tubular (JOHNSON et al., 1991).

A onda possui como func@es a constante liberacdo de espermatozoides, assegurar a reducao
de competicdo por hormonios e metabolitos usados nos estagios, reduzir a congestdo tubular,
assegurar a constante liberacdo de fluido tubular que serve de veiculo para os espermatozoides
(AMANN, 2011).

1.6. Apoptose

O rendimento da espermatogénese ndo ¢ 100%, de modo que ha perdas durante as divisdes
celulares. Estas perdas celulares normalmente acontecem pela apoptose, a morte celular
programada. Entretanto, se ndo ocorressem perdas durante as divisdes celulares, as células de
Sertoli ndo conseguiriam suportar as células germinativas, de forma que a apoptose agiria como um
fator regulador da populacdo celular de acordo com a capacidade de nutricdo e sustentacdo das
células de Sertoli (JOHNSON et al., 1997).

Anteriormente acreditava-se que as células germinativas excedentes da capacidade de
suporte das células de Sertoli desencadeavam o processo de degeneracdo. Posteriormente,
evidenciou-se que a perda das células germinativas era decorrente da morte de célular programada,
e este processo € regulado pelas células de Sertoli que iniciam a cadeia de eventos que termina com
a morte celular programada (NASCIMENTO; SANTOS, 2003).

As perdas celulares nos estagios do ciclo do epitélio seminifero sdo varidveis entre as
espécies, 0s garanhdes, possuem maiores perdas no estagio V. As maiores perdas celulares sdo
durante a mitose, e em menores proporc¢des durante na meiose, durante a fase de diferenciacdo nao
ha perdas apreciaveis (HENINGER et al., 2004).

1.7. Eficiéncia da espermatogénese

A eficiéncia da espermatogénese é influenciada pela quantidade das células germinativas

mensuradas através das razBes entre as células germinativas do estdgio 1do ciclo do epitélio
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seminifero. A eficacia da espermatogénese é medida através dos céalculos de seu rendimento e as
eventuais perdas celulares (BERNDTSON, 1977; COSTA; PAULA, 2003).

O rendimento intrinseco da espermatogénese é demonstrado através do coeficiente de
mitoses espermatogoniais, do numero de provaveis perdas durante a prdéfase meidtica, pelo
rendimento meiotico e rendimento geral da espermatogénese (COSTA et al., 2011; ANDREUSSI et
al., 2013).

O coeficiente de mitoses espermatogoniais demonstra a eficiéncia das divisdes celulares das
mitoses espermatogoniais. Este nimero demonstra quantos espermatdcitos primarios em pré-
leptoteno (PL/L) surgiram a partir de cada espermatog6nia do tipo A (A). O coeficiente é calculado
atraves da divisao entre PL/L:A (COSTA et al., 2011; ANDREUSSI et al., 2013).

A ocorréncia de provaveis perdas durante a préfase meidtica indica quantos espermatécitos
primarios em paquiteno (PQ) surgiram a partir de cada espermatécito priméario em pré-leptoteno
(PL/L). Normalmente, ndo ha perdas durante a profase meidtica, e este indice deve ser proximo de
um. Este célculo é realizado entre a razdo de PQ:PL/L (COSTA et al., 2011; ANDREUSSI et al.,
2013).

O rendimento geral da espermatogénese é calculado através da divisdo do ndmero
espermatides arredondadas (Ar) e espermatogonias do tipo A (A). Este indice demonstra quantas
espermatides arredondadas surgiram a partir de cada espermatog6nia do tipo A. Com os resultados
do rendimento intrinseco da espermatogénese, calculam-se as perdas celulares na mitose, meiose e
perdas totais da espermatogénese (COSTA et al., 2011; ANDREUSSI et al., 2013).

1.8. Ultrassonografia na medicina veterinaria

Os primeiros relatos de aplicacdes da ultrassonografia em veterinaria surgiram em 1966, no
diagnostico de gestacdo em ovelhas. A partir dai, melhorias na qualidade dos equipamentos,
combinadas com crescente aceitacdo nos beneficios da técnica levaram a uma utilizacdo
diversificada do ultrassom dentro da Medicina Veterinaria (KING, 2006).

Em meados da década de 80, no seculo passado, a utilizacdo da técnica de ultrassonografia
para avaliagdo de tecidos moles em diversas espécies animais revolucionou as pesquisas em
reproducdo animal, aprimorando conhecimentos sobre estrutura e fungdo gonadal (ovarios e
testiculos), patologias dos oOrgdos genitais, além de ter permitido um melhor entendimento da
fisiologia reprodutiva. A ultrassonografia € um método de diagnéstico ndo invasivo, portanto mais
tolerado nos exames em animais sem sedacdo; seguro para 0 paciente e o operador; ndo provoca
modificacdes fisiologicas no paciente e permite a avaliagdo em tempo real, do 6rgdo em questéo,
em um animal vivo (EILTS; PECHMAN, 1988; KING, 2006).
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O advento da ultrassonografia possibilitou um avanco significativo no estudo da fungéo
reprodutiva, particularmente em areas como dinamica do crescimento folicular na fase antral (ondas
de crescimento), ovulacdo e funcdo luteal. O diagndstico ultrassonografico em escala de cinza
constituiu-se no mais profundo avanco tecnolégico nas pesquisas com grandes animais e
reproducdo clinica, desde a introducdo da palpacdo retal e do radioimunoensaio para analise de
hormdnios circulantes. Pela imagem de ultrassom é possivel a avaliacdo do tamanho, forma,
localizagdo e textura do tecido em exame (TOM et al., 1998).

Um dos melhores exemplos do impacto causado por pesquisas com imagens na reproducgéo
animal sdo os estudos da dindmica folicular ovariana, divergéncia e dominancia folicular e do
momento da ovulacdo tem sido conduzidos nas diferentes ragas e espécies, incluindo zebuinos,
possibilitando estabelecer e/ou adequar protocolos de manipulagdo hormonal da funcédo reprodutiva,
como superovulacao, sincronizacao de estro e indugéo da ovulagdo (COULTER; BAILEY, 1988).

Tecnologias de imagem de ultrassom também possibilitaram estudos mais profundos sobre o
corpo lateo e funcdo luteal (POWEet al., 1988; SINGH et al., 1997),foliculogénese (SINGH;
ADAMS, 2000); producdo de progesterona e crescimento/atresia folicular; magnitude da fase luteal
(concentracdo de progesterona e duracdo) e competéncia do foliculo/o6cito. O exame
ultrassonografico tornou possivel o monitoramento do desenvolvimento da glandula luteal (CL)
sequencialmente permitindo a avaliacdo do tamanho, forma, localizacdo e consisténcia do corpo
luteo. A mensuracdo ultrassonografica, contudo, ndo elimina completamente os erros de avaliacédo
do corpo lateo (PIERSON; ADAMS, 1995).

Também foram melhores caracterizadas patologias ovarianas, como cistos foliculares e
luteais (TOM et al.,1998), foliculos hemorragicos anovulatérios em éguas (GINTHER et al., 1989),
e sindrome do ovario policistico em mulheres (ATIOMO et al., 2000). Paradoxalmente, grande
parte dos estudos com emprego de ultrassonografia limita-se a identificacdo da presenca e
mensuracdo de didmetro ou area das estruturas, e apenas recentemente comegou-se a utilizar
diferencas de ecogenicidade como parametro de avaliagéo.

O exame do trato reprodutivo do garanhdo foi introduzido ha muitos anos e trata-se de uma
ferramenta de grande valia para o diagnostico e a investigacdo de vérias desordens patoldgicas do
escroto e de Orgdos genitais internos. Apesar da disponibilidade do aparelho de ultrassonografia, e
este ser usado frequentemente em éguas, nos machos o exame de ultrassonografia ndo € comumente

utilizado, apenas quando ha um problema que requer diagnostico fiavel (POZOR, 2005).
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1.8.1. Analise de intensidade pixels

A andlise computacional dos atributos de imagens € uma extensdo natural dos avangos em
diagnostico ultrassonografico. A técnica é baseada na identificacdo, quadro a quadro (pixel), da
intensidade do retorno da onda ultrassonora. Cada pixel que compfe a imagem representa um
discreto reflexo do tecido e pode assumir um dos 255 valores da escala de cinza, que varia de preto
(0) a totalmente branco (255) (SINGH et al., 2000).

A combinacéo de milhares de pixels forma uma imagem. A densidade e as caracteristicas do
tecido podem ser observadas via ultrassom, mas ndo quantificadas pelo olho humano. Visualmente,
podemos distinguir somente 18 a 20 tons de cinza, o que leva a diferentes percepgdes individuais e,
consequentemente, variacdes na interpretacdo da imagem (PIERSON; ADAMS, 1995). A analise
computacional permite identificar diferencas de ecotextura imperceptiveis ao olho humano, assim
como mensura-las de forma bastante objetiva, pelo estabelecimento de algoritmos computacionais.
Os algoritmos computacionais sdo desenvolvidos especificamente para analises de imagens de
ultrassom com o objetivo de reduzir as inconsisténcias da avaliacdo visual subjetiva, quantificando
os valores de cada pixel da imagem (SINGH et al., 2003).

A ecotextura (i.e. padrdo da imagem ultrassonogréfica) é determinada pela estrutura
histoldgica do tecido em exame (SINGHet al., 2003). Em varias espécies animais, diferencas no
estagio fisiologico estdo associadas a variacdes na impedancia acustica do tecido ovariano, relativas
a mudancas macromoleculares e estruturais (TOM et al., 1998). Apo6s a digitalizacdo de uma
imagem de ultrassom, esta pode ser manipulada como qualquer outro arquivo grafico. Ha diferentes
métodos de analise, i.e., podem ser obtidos diferentes resultados, de acordo com a estrutura a ser
analisada e o objetivo da anéalise (GABOR et al., 1998).

Na avaliacdo da ecotextura luteal, algumas areas de interesse no corpo luteo podem ser
selecionadas e analisadas, gerando valores médios de pixel daquela regido especifica, o que
possibilita a exclusdo de areas onde ha artefatos de imagem que ndo representariam a real estrutura
histologica. Os valores obtidos podem ser comparados entre diferentes por¢ées da mesma imagem
ou entre imagens de tempos distintos (SIQUEIRA et al., 2006).

No caso de foliculos ovarianos, pode ser utilizada a mesma técnica e as comparacgdes podem
ser feitas entre regides do antro ou da parede folicular, a partir de imagens sequenciais, a fim de
detectar mudangas na caracteristica do foliculo em crescimento, dominancia, atresia ou proximo a
ovulagdo (SINGH; ADAMS, 2000).
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1.9. Objetivos

Este estudo teve como objetivo testar um método indireto de avaliacdo da espermatogénese
atraves da ultrassonografia testicular aliadas com as analises em intensidade média de pixels das
imagens digitalizadas. Para isso, imagens ultrassonograficas dos testiculos foram obtidas e
analisadas em intensidade media de pixels. Posteriormente a espermatogénese foi avaliada para as
correlagfes com intensidade média de pixels, através de técnicas histomorfométricas.

Os resultados deste trabalho estdo apresentados na forma de um artigo cientifico, sob as
normas do periodico “Animal Reproduction Science”, denominado: Avaliacdo da Espermatogénese

e da ecotextura testicular do cavalo Pantaneiro.
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Resumo: O objetivo deste trabalho foi de avaliar a viabilidade de se estudar o processo
espermatogénico indiretamente através da ecotextura no parénquima testicular de garanhGes
pantaneiros. Foram utilizados 22 animais de 3 a 6 anos de idade. As imagens ultrassonograficas
foram salvas, digitalizadas e avaliadas com o auxilio do software “Image J 1.34” (Rasband, 2005).
Apb6s a aquisicdo das imagens ultrassonograficas, os animais foram castrados, e laminas
histoldgicas foram confeccionadas para a avaliagdo da espermatogénese através de técnicas
histomorfométricas com o auxilio do software “Image J 1.34” (Rasband, 2005). Os cavalos da raca
Pantaneira demonstraram um dos maiores rendimentos gerais (16,40) e indice de células de Sertoli,
até entdo relatado para as racas de cavalos brasileiras. A intensidade média de pixels demonstrou
correlagdes (r=0,4) com a proporg¢do de lumen tubular e com a populacdo de espermatogdnias do
tipo A (r=-0,5). Com os demais parametros da espermatogénese nao ocorreram correlacdes
(p>0,05). A ultrassonografia testicular ndo pode ser usada como um método indireto de avaliagdo

da espermatogénese.

Palavras-chave: Células de Sertoli, Intensidade Pixels, Tubulo Seminifero, Ultrassonografia.
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Abstract: The aim of this study was develop an indirect method for evaluation spermatogenesis
through the use of ultrasonography combined analysis of pixel intensity ultrasound images. 22
animals from 3 to 6 years old were used. The ultrasound images were scanned and saved and
evaluated with the help of the software "Image J 1.34 " (Rasband, 2005) . After the acquisition of
ultrasound images, the animals were castrated, and histological slides were prepared for evaluation
of spermatogenesis by histomorphometric techniques with the help of the software " Image J 1.34 "
(Rasband, 2005). The horses of the Pantaneira breed demonstrated one of the largest general
revenues (16.40) and index of Sertoli cells have by then reported to the Brazilian breeds horses .
The average intensity of pixels demonstrated correlations (r = 0.4) with the ratio of tubular lumen
and the population of type A spermatogonia (r=-0.5). With the other parameters of spermatogenesis
does not occur correlations (p>0.05). Testicular ultrasonography cannot be used as an indirect

method of assessment of spermatogenesis.

Keywords: Sertoli cells, Intensity Pixels, Seminiferous tubule, Ultrasonography.

2.1. INTRODUCAO

A reproducdo nos machos comeca na espermatogénese e 0 seu correto funcionamento é de
extrema importancia para a producao de espermatozoides viaveis. Contudo, a compreensao geral da
espermatogénese e de certos detalhes deste processo é de extrema importancia para utilizacdo
eficiente da capacidade reprodutiva do garanhdo (Amann, 1981).

A avaliacdo da espermatogénese é de carater invasivo sendo realizada através da confecgéo
de laminas histoldgicas obtidas dos testiculos de animais castrados ou através da bidpsia testicular,
0 que inviabiliza a avaliacdo da espermatogénese em animais de alto valor zootécnico.

A ultrassonografia € um método seguro e ndo invasivo para a avaliagdo de afec¢bes do

parénquima testicular e permite a repeticdo deste exame (Schurich et al., 2009). Estudos recentes
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tém demonstrado que as mudancas na ecotextura do parénquima testicular estdo intimamente
relacionadas com as caracteristicas histolégicas e morfologicas dos tabulos seminiferos (Giffin et
al., 2009).

Em touros das racas Angus e Angus X Charolés, as mudancas no tecido testicular durante o
desenvolvimento sexual sdo detectadas pela avaliacdo ultrassonografica aliada com a andlise de
intensidade média de pixels (Brito et al., 2012). Segundo Evans et al. (1996), a ecogenicidade
testicular aumenta consideravelmente em touros durante o desenvolvimento testicular.

A imagem ultrassonografica depende da capacidade do tecido analisado em refletir e
transmitir as ondas sonoras. A ecogenicidade é o termo que demonstra 0 quanto um 6rgéo reflete as
ondas sonoras. No entanto, a determinacéo da ecogenicidade é um processo subjetivo, a menos que
a quantificacdo de pixels em tons de cinza seja realizada, além disso, as andlises de intensidade
pixels podem fornecer informacdes mais detalhadas sobre alteragcdes no testiculo (Kauffol et al.,
2011).

O presente estudo teve como objetivo testar, como método de avaliacdo indireto da
espermatogénese, a ultrassonografia testicular aliada com as analises computacionais das imagens
ultrassonograficas, e secundariamente avaliar o rendimento intrinseco da espermatogénese, 0S
percentis de perdas celulares da espermatogénese, a populacdo celular do epitélio seminifero, a
producdo espermatica diaria e por grama de parénquima testicular, o comprimento tubular total e
por grama de parénquima testicular e a proporcdo dos constituintes do parénquima testicular do

cavalo Pantaneiro.
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2.2. MATERIAL E METODOS

2.2.1. Animais, colheita dos testiculos e biometria testicular

Utilizaram-se 22 garanhdes pantaneiros com idades entre 3 e 6 anos de idade provenientes
da fazenda Rancharia localizada no pantanal sul-mato-grossense no municipio de Corumba.
Coordenadas 18°34' de latitude sul e 55°48" de latitude oeste com temperatura média anual minima
de 21,0°C e maxima anual de 30,6°C e com precipitacdo pluviométrica anual de 1070,00 mm3. Os
cavalos eram criados no sistema de regime extensivo em pastagens nativas da regido pantaneira
com acesso ao sal mineralizado e dgua ad libitum.Todos os animais foram submetidos inicialmente
a um exame clinico a fim de eliminar aqueles reprodutores que possuissem qualquer alteracdo dos
orgdos genitais. Apds a castracdo, os testiculos foram separados dos respectivos epididimos e
pesados em balanca de alta precisdo. Todos os procedimentos deste experimento foram aprovados
pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) da Universidade Federal de Mato Grosso do

Sul (protocolo n° 348).

2.2.2. Ultrassonografia testicular

A avaliacdo ultrassonogréafica foi realizada antes da orquiectomia dos animais com o auxilio
do aparelho de ultrassonografia Mindray® (modelo DP 2200, S3o Paulo, Brasil) acoplado com
sonda linear de 7,5 MHz. Ap0s a aplicacdo do gel acustico, a sonda foi posicionada para obtencdo
de imagens longitudinais. Posteriormente, as imagens obtidas foram digitalizadas e avaliadas com o
auxilio do programa “Image J 1.34” (Rasband, 2005) em intensidade pixels em uma escala de 0
(preto) a 255 (branco). Para a avaliacdo da homogeneidade do parénquima testicular foram
utilizados e comparados os quadrados representativos de 400 mmz?, 1600 mm?2 e 3600 mm?2 nas

regibes captada, media e caudatado parénquima testicular dos testiculos esquerdo e direito.
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2.2.3. Processamento histologico

Apdbs a orquiectomia bilateral, os testiculos foram separados do epididimo e perfundidos
com solucéo fixativa de Karnovscky (paraformaldeido 4%, glutaraldeido 5% em tampéo fosfato a
0,1M e ph 7,4) por 20 minutos em temperatura ambiente, em seguida fragmentos testiculares de 2,0
x 5,0 x 5,0 mm foram coletados e imersos em solucdo de Karnovscky por 24 horas, quando entdo
foram transferidos para frascos contendo tampéo fosfato e armazenados em refrigeracdo de 8°C até
0 processamento. Posteriormente, os fragmentos testiculares das regides capitada, media e caudata
foram inclusos em glicol metacrilato conforme descrito por Costa et al. (2004).

Foram realizados cortes histologicos de 4 um em micrétomo rotativo dotado de navalha de
vidro, corados com azul de toluidina — borato de sédio a 1%, e as laminas foram montadas com

Entellan®.

2.2.4.Proporcéao volumétrica

A proporc¢do volumétrica foi aferida através de 30 imagens de cada animal digitalizadas das
laminas histoldgicas com o auxilio do programa “Image J 1.34” (Rasband, 2005) e expressa em
porcentagem. Foram utilizados 204 intersec¢des, consideradas como pontos, e mensurando-se as
proporcdes do epitélio seminifero, Itmen do epitélio seminifero e tecido intertubular, com aumento

de 200 vezes.

2.2.5. Didametro dos tubulos seminiferos, altura do epitélio seminifero e area de seccéo
transversal

O didmetro médio dos tubulos seminiferos foi obtido através da mensuracdo de 20 secgdes
transversais de forma mais circular possivel, e foi expresso em micrometros. Na mesma imagem

aferiu-se a altura média do epitélio seminifero, em que se considerou a distancia entre a membrana
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basal e a borda luminal. A area de seccdo transversal foi mensurada com o auxilio do software
“Image J 1.34” (Rasband, 2005).

Os valores de diametro e area foram devidamente corrigidos segundo Amann (1981),

considerando uma retracgéo linear de 5% do corte histolégico.

2.2.6. Comprimento tubular total e por grama de parénquima testicular

O comprimento tubular total foi estimado segundo o método de Attal e Courot (1963). Com
a aplicacdo da seguinte formula: CTT(comprimento tubular total)=VVolume dos tabulos
seminiferos/area de seccdo transversal. O resultado foi expresso em metros, e para o calculo do
comprimento tubular por grama de parénquima testicular dividiu-se o resultado obtido pelo peso

testicular.

2.2.7. Mensuracdo da populacéo celular

O numero de cada tipo celular foi estimado a partir da contagem, dos nucleos das células
espermatogénicas e nucléolos das células de Sertoli em 20 secc¢des transversais do estadio 1 do ciclo
do epitélio seminifero, classificado pelo método de morfologia tubular (Ortavant et al., 1977) . As
seguintes células foram contadas: espermatides arredondadas (Ar); espermatdcitos primarios em
pré-leptoteno/leptoteno (PL/L); espermatdcitos primarios em paquiteno (PQ); espermatogdnias do
tipo A (A) e células de Sertoli (S).

A estimativa de cada tipo celular foi corrigida de acordo com a férmula de Abercrombie
(1946) modificada por Amann (1962). Os diametros nucleares das células germinativas e

nucleolares para as células de Sertoli foram mensurados em 10 células de cada tipo celular.
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2.2.8. Rendimento intrinseco da espermatogénese e perdas celulares

O rendimento intrinseco da espermatogénese foi calculado através das razdes entre as
células germinativas no estadio 1 do ciclo do epitélio seminifero. Foram estimados o coeficiente de
mitoses espermatogoniais (PL/L:A), rendimento mei6tico (Ar:PQ), rendimento geral da
espermatogénese (Ar:A) e perdas celulares durante a profase meiotica (PQ:PL/L) (Costa et al.,
2011).

Apbs os célculos de rendimento da espermatogénese, foram calculadas as perdas celulares
durante a proliferacdo mitdtica, divisdo meidtica e perdas totais, baseado nos numeros de células

estimados caso o rendimento geral da espermatogénese fosse 100%.

2.2.9. Indice de células de Sertoli, nimero total de células de Sertoli e por grama de

parénguima testicular

O indice de células de Sertoli foi obtido através da divisdo entre as células germinativas no
estadio 1 do ciclo do epitélio seminifero e as células de Sertoli, através do seguinte procedimento:
A:S; PL/L:S; PQ:S; Ar:S e o numero total de células germinativas foi dividido pelo nimero de
células de Sertoli . O nimero total de células de Sertoli foi calculado através da multiplicacdo do
numero de célula de Sertoli por seccdo transversal pelo comprimento total dos tubulos seminiferos e
dividido pela espessura do corte histoldgico. O célculo do nimero total de células de Sertoli por
grama de testiculo foi realizado através da divisdo do nimero total de células de Sertoli pelo peso

testicular e o resultado expresso em gramas (Costa et al., 2011).
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2.2.10. Producéo espermatica diaria total e por grama de parénquima testicular

A producdo espermatica diaria total foi aferida utilizando-se o método segundo Costa et al.
(2004), no entanto,com uma modificacdo: a espessura do corte histolégico foi multiplicada pela
duracdo do ciclo do epitélio seminifero (12,2 dias) e para o calculo da producédo espermatica por
grama de parénquima testicular, dividiu-se a producdo espermatica diaria pelo peso testicular em

gramas.

2.2.10. Andlise estatistica

As médias e desvios padrBes foram calculados com a ferramenta de estatistica do software
Microsoft Office Excel. O teste de Tukey foi utilizado para analise dos pesos testiculares e amostras
pixelsdos testiculos em diferentes areas representativas com o nivel de significancia de 5%
(p<0,05). A correlagdo de Pearson, com o nivel de significancia de 5% (p<0,05), foi utilizada entre
as médias de intensidade pixels, a biometria, populacdo celular, didmetro tubular, altura do epitélio
seminifero, comprimento tubular total e por grama de parénquima testicular, nimero total de célula
de Sertoli e por grama de parénquima testicular, producdo espermatica diaria total e por grama de
parénquima testicular, rendimento intrinseco e perdas celulares com o auxilio do software BioEstat

3.0 (Ayres et al., 2003).

2.3. RESULTADOS

2.3.1. Biometria

A Tabela 1 demonstra as médias e desvios padrGes dos pesos dos testiculos direito e

esquerdo. Ndo houve diferenca significativa (p>0,05) entre os pesos dos testiculos direito e
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esquerdo entre 0 mesmo animal. Devido ao fato de ndo observar diferenca entre os testiculos direito

e esquerdo utilizou-se o peso testicular médio para posteriores comparacoes.

2.3.2. Proporcao volumétrica

Os resultados da proporcao de tabulos seminiferos, tecido intertubular e lamen do epitélio

seminifero estdo descritos em porcentagem na Tabela 1.

2.3.3. Diametro dos tubulos seminiferos, altura do epitélio seminifero e area da seccgdo
transversal

O didmetro tubular, altura do epitélio seminifero e area de seccao transversal estdo descritos

na Tabela 1 com suas respectivas unidade de medidas.

2.3.4. Comprimento tubular total e por grama de testiculo

O comprimento tubular total e comprimento tubular por grama de testiculo estdo descritos
na Tabela 1. Estas medidas demonstram o tamanho total da principal unidade funcional do testiculo

e o tamanho total dos tbulos por grama de parénquima testicular.
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Tabela 1. Biometria testicular, morfometria das génadas de 22 garanhdes Pantaneiros.

Variaveis Média + desvio padrao
Peso testicular médio (g) 130,59 + 32,06
Tecido intertubular (%) 27,48 £ 6,55
Parede do epitélio seminifero (%) 69,63 + 6,13
Lamen do epitélio seminifero (%) 2,89+ 1,60
Tecido tubular (%) 72,52 £ 6,55
Diametro tubular (um) 165,39 £ 17,53
Altura do epitélio seminifero (um) 59,89 + 6,24
Area de seccdo transversal (um2) 19.842,35 £ 3.738,35
Comprimento tubular total (m) 4.849,67 £ 1.404,82
Comprimento tubular por grama de testiculo (m) 37,70 £ 7,30

2.3.3. Populagéo celular

A Tabela 2 demonstra a contagem, por seccdo transversal de tdbulo seminifero, da
populacdo celular no estadio 1 do ciclo do epitélio seminifero devidamente corrigidos segundo
Amann (1981). A correcdo da contagem populacional deve ser feita para que ndo ocorra
superestimagcdo da mensuragdo. Os diametros nucleares, utilizados para a correcdo, foram
respectivamente: 7,28um para A; 5,44um em PL/L; 7,62um para PQ; 4,60um nas Ar. O didmetro

nucleolar das células de suporte foi de 1,68 pm.
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Tabela 2. Populacdo celular por seccdo transversal de tubulo seminifero (Células de Sertoli,
espermatogdnias A (A), espermatocitos primarios em pré-leptoteno/leptéteno  (PL/L),
espermatocitos primarios em paquiteno (PQ) e espermatides arredondadas (Ar)) no estadio 1 do

ciclo do epitélio seminifero, devidamente corrigidos.

Sertoli A PL/L PQ Ar
Média 6,29 2,79 18,14 18,35 45,48
Desvio padrao 13,52 3,87 4,04 0,44 1,20

Valores corrigidos segundo Amann (1962).

2.3.4. Rendimento intrinseco da espermatogénese e perdas celulares

A Tabela 3 demonstra as razdes das células espermatogenicas pelas quais foram mensurados
0 coeficiente de mitose espermatogonial (PL/L:A), rendimento da meiose (Ar:PQ), rendimento
geral (Ar:A) e perdas celulares durante a préfase meiotica (PL/L:PQ).

As estimativas de perdas celulares na mitose, fase meidtica e perdas totais durante o

processo estao descritos na Tabela 3.
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Tabela 3. Razdes entre os numeros corrigidos da populacéo celular do estadio 1 do ciclo do epitélio

seminifero e percentis de perdas celulares da espermatogénese em garanhdes da raca Pantaneira.

Tipos Celulares Razdes
Coeficiente de mitoses espermatogoniais 6,54
Ocorréncia de perdas na profase meidtica 1,02
Rendimento meidtico 2,48
Rendimento geral 16,40
Perdas na mitose (%) 89,78
Perdas na meiose (%) 38
Perdas totais (%) 87,18

2.3.5. Indice de células de Sertoli

O indice de células de Sertoli esta descrito na Tabela 4. Sendo esta relagdo a proporcao das

células de Sertoli para os tipos de células germinativas do estadio 1 do ciclo do epitélio seminifero.

Tabela 4. indices de células de Sertoli (CS), mensurado através das razdes entre 0s cinco tipos
celulares do estaddio 1 e o numero de células de Sertoli, devidamente corrigidos em garanhdes da

raca Pantaneira.

Tipos celulares Razdes
Espermatogbnia A: CS 9,07
Pre-leptoteno (PL/L): CS 3,04
Paquiteno (PQ): CS 3,06
Espermatides arredondadas (Ar): CS 7,67

Total de celulas germinativas: CS 14,24
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2.3.6. Numero total de células de Sertoli e por grama de parénquima testicular

O namero total de células de Sertoli e por grama de testiculo estdo descritos na Tabela 5.

2.3.7. Producdo espermatica diaria total e por grama de parénquima testicular

A producdo espermatica diaria total e producdo espermatica por grama de testiculo estdo
apresentadas na Tabela 5. Estes parametros demonstram a capacidade produtiva do parénquima

testicular total e por unidade de grama do testiculo.

Tabela 5. Numero total de células de Sertoli e por grama de parénquima testicular, producédo

espermatica diaria total e por grama de testiculo de cavalos da raca Pantaneira.

Numero total de células de Sertoli 7,71 x10° + 3,24 x 10°
Numero de Células de Sertoli por grama (g) de testiculo 6,02 x 10" + 2,04 x 10°
Producdo espermatica diaria 4,47 x 10° + 1,57 x 10°
Producdo espermatica diaria por grama (g) de testiculo 3,39 x 10" + 7,97 x 10’

2.3.9. Intensidade pixels

As médias de intensidade média de pixels dos testiculos direito e esquerdo nas regides pré-
determinadas estdo descritas na Tabela 6. N&o houve diferenca significativa (p>0,05) de
intensidade média pixels entre as regiGes captada, media e caudata de cada area representativa (400
mmz2, 1600 mmz2 e 3600 mm?) entre os testiculos direito e esquerdo. Como ndo houve diferenca
significativa, foram utilizadas as médias de intensidade pixels dos testiculos direito e esquerdo para

as demais anélises estatisticas.
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A intensidade média de pixels das areas de 400 mmz2, 1600 mmz2 e 3600 mm2 nas regides
pré-determinadas encontram-se apresentadas na Tabela 7.

N&o houve diferenca significativa (p>0,05) de intensidade média de pixel entre as areas
representativas de 400 mmz2 e 1600 mm? nas regides captada, media e caudata.

Somente a area de 3600 mm?2 demonstrou diferenca significativa (p<0,05) de intensidade
média de pixels nas trés regides descritas na Tabela 7.

Como nédo houve diferenca significativa de intensidade média de pixels entre as areas
representativas de 400 mmz2 e 1600 mm?2 nas regides captada, media e caudata, a area representativa
de 400 mm2, descrita na Tabela 7, foi escolhida para as correlacbes com a espermatogénese por ser
a menor area representativa.

Houve correlacdes (r=0,4) da intensidade média de pixels da area de 400 mm2 com a
proporcao dos tubulos seminiferos e com a populagéo celular de espermatogénias do tipo A(r=-0,5).

N&o houve correlagdes (p>0,05) da intensidade média de pixels da area de 400 mm2 com a
proporcdo volumétrica, biometria testicular, didmetro do tubulo seminifero, altura do epitélio
seminifero, comprimento tubular total e por grama de parénguima testicular, producdo espermatica
diaria total e por grama de testiculo, indice de células de Sertoli, nimero total de células de Sertoli e
por grama de parénquima testicular, populacédo celular, rendimento intrinseco e com os percentis de

perdas celulares.
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Tabela 6. Médias de intensidade meédia de pixels (IP) dos testiculos direito (TD) e esquerdo (TE)

das 3 regides pré-determinadas nas respectivas areas representativas de 22 cavalos da raca

Pantaneira.

Area IPTE IPTD IP Média
400 mm?2 139,91 131,25 135,58
1600 mm?2 136,40 127,54 131,97
3600 mm? 136,09 128,94 132,51

As médias de intensidade pixels ndo diferiram entre si pelo teste de Tukey (p<0,05).

Tabela 7. Médias e desvios padrdes em pixels das imagens ultrassonogréficas de 3 amostras das
respectivas areas representativas em pontos diferentes do parénquima testicular de 22 garanhdes da

raca Pantaneira, analisadas com o software “Image J 1.34” (Rasband, 2005).

Area Intensidade Pixels

Captada (1) Media (2) Caudada (3) Média +-
400 mm2 135,72 +18,19** 133,93 +19,47* 137,07 + 10,80¢" 135,57 + 11,62
1600 mm2 132,56 + 18,51%" 127,84 +18,72*4 13549 + 20,16¢" 131,96 + 11,70

3600 mm2 130,48 + 17,69 126,53 + 16,10 140,54 + 19,91%" 132,51 + 7,22

= V/alores médios, seguidos por letras minusculas diferentes na mesma linha, diferem entre si pelo
teste de Tukey (p<0,05); A,B = Valores médios de um mesmo parametro, seguidos de letras

mailsculas na mesma coluna, diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05).

2.4. DISCUSSAO

2.4.1. Espermatogénese

O peso testicular médio (130,59 g + 32,06) dos animais deste trabalho foi semelhante ao

relatado por Melo et al. (1998), de 131,49 + 26,1 em cavalos da raca Pantaneira de 3 a 3,3 anos de
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idade, e menor do que garanhdes sem raca definida (SRD) com faixas etarias de 4 a 5 anos de idade
com 161 g de peso testicular médio relatados por Johnson e Neaves (1981). Johnson et al. (1991),
relataram o peso testicular médio de 264 g + 9 em garanhdes (SRD) de 4 a 5 anos de idade.

Estas diferencas se devem provavelmente ao numero total de células de Sertoli do cavalo
Pantaneiro de 7,71 x 10%+ 3,24 x 10° ser menor do que os relatos de Johnson et al. (1991), de 8,9 x
10%+ 0,41 x 10°. O ntmero de células de suporte possui alta correlagdo (r=0,8) com peso testicular
médio (Franca e Russell, 1998).

A faixa etéria dos animais também poderia explicar a diferenca de pesos testiculares. Alguns
desses animais estariam na fase poOs-pubere e a maturidade sexual do garanhdo € alcancada aos 5
anos de idade (Clemmons et al., 1995).

O diametro tubular esta correlacionado positivamente com a atividade espermatogénica
(Franca e Russell, 1998). O didmetro médio dos tubulos seminiferos dos cavalos pantaneiros
(171,73 pum) foi menor que os relatados por Johnson e Neaves (1981), de 230 pum em cavalos
(SRD) de 4 a 5 anos de idade.

Esta diferenca poderia ser explicada pela variacdo de idade dos animais utilizados por
Johnson e Neaves (1981), e uma possivel diferenca por retracdo linear do corte histolégico durante
as confeccOes das ldaminas histologicas.

A altura média do epitélio seminifero deste trabalho (59,64 um * 6,24 um) foi menor do que
os relatos de Blanchard e Johnson (1997), em cavalos (SRD) de 3 a 10 anos idade com 76 pm + 2
pum. Provavelmente o que explicaria esta diferenca seria de que alguns animais deste experimento
estariam na fase pré-pabere ndo atingindo seu completo desenvolvimento sexual.

A proporcdo de tecido tubular do cavalo Pantaneiro (72,52% * 6,55%) e de tecido
intertubular (27,48% + 6,55%) mostraram-se semelhantes a outras racas em idades analogas, e estdo
dentro dos padrdes para os mamiferos que gira em torno de 70% a 90% para propor¢do de tecido

tubular e de 27% a 38% para o tecido intertubular (Franca e Russell, 1998).
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O comprimento tubular total do cavalo da raca Pantaneira (4.849,67 m £ 1.404,82 m) e por
grama de parénquima testicular (30,80 m £ 7,30 m) foram maiores do que o relatado por Johnson e
Neaves (1981), em cavalos sem racga definida com 2.390 m + 190 m de comprimento tubular total e
de 16,6 m £ 0,5 por grama de parénquima testicular.

O Comprimento tubular total depende do volume testicular, propor¢do volumétrica dos
constituintes do parénquima testicular e diametro tubular. Portanto, é importante considerar o indice
de retracdo linear durante o processamento histologico, evitando que as mensuragGes sejam
superestimadas (Costa et al., 2007).

A populacdo celular do estadio 1 do ciclo do epitélio seminifero é normalmente estimada
para se calcular o rendimento intrinseco da espermatogénesee para calcular o indice de células de
Sertoli e 0 numero total destas (Costa et al., 2011).

A partir das divisGes mit6ticas incompletas das espermatogénias, ocorre a proliferacdo das
células germinativas do epitélio seminifero (Costa e Paula, 2003). O numero de espermatogdnias A
(A) (2,79) do cavalo Pantaneiro foi menor em relacdo ao de cavalos da raca Crioulo (3,62)
(Figueird, 2010).

A populacdo de espermatdcitos primarios em pré-leptoteno/leptéteno (PL/L) (18,14) e de
espermatocitos primarios em paquiteno (PQ) (18,35) dos animais deste estudo foram,
respectivamente, 21,38% e 29,91% superiores aos de cavalos da raca Crioula (Figueird, 2010), e
normalmente ndo ha perdas durante a profase meidtica, um espermatécito primario em PL/L gerara
um espermatécito primario em paquiteno.

A quantidade de espermatides arredondadas (Ar) deste estudo (45,48) foi semelhante ao de
cavalos da raca Crioula de mesma faixa etaria (Figueird, 2010). O que poderia explicar esta
semelhancga de Ar seriam as maiores perdas celulares durante a meiose (38%) dos animais deste
estudo comparadas aos de cavalos da raca Crioula (2,5%) (Figueird, 2010).

Segundo Johnson et al.(2008), a relagdo entre a populacdo de células de Sertoli (CS) com as

A, influencia os demais nimeros efetivos da populacdo celular do epitélio seminifero. O numero de
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CS do garanhdo Pantaneiro (6,29 + 13,52) foi menor do que o de cavalos da raca Crioula (8,64 +
1,33) (Figueiro, 2010).

O numero total de CS deste estudo (7,71 x 10° + 3,24 x 10°) foi menor do que os relatos de
Johnson et al. (1991) (8,9 x 10° + 0,41 x 10°) e de Figueird (2010), (8,7 x 10° + 2,4 x 10°%. O
nimero total de CS por grama de testiculo dos animais deste trabalho (6,02 x 10’ + 2,04 x 10°) foi
maior do que o relatado por Figueiré (2010), (5,48 x 107 + 1,92 x 10°). O que poderia explicar isto
seria 0 menor comprimento tubular total (4.085,10 m + 1.170,68m) dos animais relatados por
Figueir6 (2010).

A espermatogénese pode ser dividida em trés fases distintas: espermatocitogenese, a fase de
divisdo mitdtica; fase de divisbes meidticas e por fim a espermiogénese, fase em que ocorre a
diferenciacdo da célula. O rendimento intrinseco da espermatogénese ndo € 100%. As perdas
celulares ocorrem em resposta a diversos fatores, como por exemplo, alta temperatura ou distdrbios
hormonais (Rodrigues et al., 2012).

As perdas celulares geralmente ocorrem por apoptose, que segundo Johnson et al. (1997),
consiste em um mecanismo de eliminacdo de células germinativas normais ou defeituosas e uma
ferramenta para regular a proporcao de células germinativas por célula de Sertoli.

As perdas celulares sdo mais acentuadas na fase mitotica e em menor proporcdo na fase
meiotica (Hess e Franca, 2008). A morte das células espermatogénicas evidenciadas na fase
mit6tica podem ser estimadas através do coeficiente de mitoses espermatogoniais (Costa e Paula,
2003). O coeficiente de mitose espermatogonial (PL/L:A), indica 0 nimero de espermatdcitos
primarios formados a partir de cada espermatogdnia do tipo A (Rodrigues et al., 2012).

O coeficiente de eficiéncia de mitoses espermatogoniais deste trabalho (6,54) foi maior do
que o relatado por Figueird (2010), (3,9). Para cada espermatogdnia do tipo A had 6,54
espermatocitos primarios em pré-leptoteno/leptéteno. Isto significa que ha somente 10,21% do total

esperado de espermatdcitos primarios em pré-leptoteno/leptéteno.
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O cavalo possui cinco geracOes de espermatogonias, e cada espermatogénia deveria gerar 64
PL/L, entretanto ha perdas celulares nesta fase (Swierstra et al., 1974). Ao todo, as perdas celulares
na fase mitotica totalizaram 89,78% e foram semelhantes ao relatado para a maioria dos mamiferos
(60% a 90%) (Franca e Russell, 1998).

A proporcdo entre PL/Le PQ demonstra as possiveis perdas celulares durante a profase
meiotica, este indice deve ser proximo de 1:1, jA& que nesta fase ndo se esperam perdas
significativas, o que evidencia que cada espermatdcito primario em pré-leptoteno/leptoteno deva
gerar um espermatocito primario em paquiteno (Murta et al., 2010).

O rendimento meidtico (Ar:PQ) demonstra quantas Ar foram originadas a partir dos PQ. O
coeficiente de rendimento meidtico deste trabalho foi menor (2,48) do que os relatos de Naden et al.
(1990), (3,4) e Figueird (2010), (3,9). Diferenca que poderia ser explicada pelas maiores perdas
celulares na fase meidtica (38%) em relacdo aos relatos de Naden et al. (1990), de 15% e de
Figueird (2010), com 2,5%.

O rendimento geral da espermatogénese (Ar:A) indica quantas Ar foram formadas a partir
de cada A. Cada espermatogbnia do tipo A geraria teoricamente 128 espermatides arredondadas,
entretanto, existem perdas durante o processo. O coeficiente de rendimento geral (16,40) foi maior
do que o relatado por Figueird (2010), de 13,9, o que poderia explicar esta diferenca seria nas
perdas totais de 87,18% menores do que o relatado por Figueir6 (2010), de 89%.

A relacdo entre as CS com os demais tipos celulares do epitélio seminifero é denominada
indice de células de Sertoli. Esta relacdo influencia no tamanho das populacBes de células
germinativas, sendo o indicador de capacidade de suporte e nutrigdo das células de Sertoli (Johnson
et al., 2008). A capacidade de suporte das CS esta relacionada com a eficiéncia da producao
espermatica diéria total (Franca et al., 2005).

A taxa entre A (9,07) e CS por deste estudo foi superior aos relatos de Figueird (2010), em
cavalos Crioulos (0,4) e de Naden et al. (1990), (0,21) em cavalos da raca Quarto de Milha. Isto

demonstra que para cada célula de Sertoli ha 9,07 espermatog6nias do tipo A.
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As taxas entre CS e as demais células germinativas, descritas na Tabela 4, foram maiores do
que os relatos de Figueir6 (2010), de 1,7 (PL/L:CS), 1,5 (PQ:CS), 5,8 (Ar:CS), e também superiores
aos indices relatados de Naden et al. (1990) de 1,47 (PL/L:CS), 1,49 (PQ:CS) e 5,09 (Ar:CS).

A relacédo entre 0 nimero total das células germinativas e as CS deste trabalho foi de 14,24,
Este resultado foi maior do que o relatado por Figueird (2010), de 10,04 e isto poderia explicar as
perdas celulares de 38% na fase meidtica, ja que a populacao celular é regulada de acordo com a
capacidade de suporte das células de Sertoli. Provavelmente as células germinativas estariam
excedendo a capacidade de suporte das células de Sertoli, o que desencadearia com mais
intensidade a apoptose das células germinativas (Johnson et al., 2008).

A producéo espermética diaria de 4,47 x 10° + 1,57 x 10° do garanho Pantaneiro foi menor
do que os relatos de Gebauer et al. (1974) de 8,9 x 10° de producdo espermatica diaria em cavalos
de 3 a 14 anos de idade da raca Quarto de Milha. Provavelmente o que poderia explicar esta
diferenca seria 0 maior comprimento tubular total dos animais relatados por Gebauer et al. (1974), e

pelos animais dele estarem sexualmente maduros.

2.4.2. Intensidade pixels

Anteriormente, pensava-se que as mudancas na ecogenicidade do parénquima testicular de
animais em desenvolvimento sexual seriam devido as diferenciacdes das células de Sertoli e a
formacdo da barreira hematotesticular (Aponte et al., 2005; Brito et al., 2012).

Entretanto, este estudo ndo demonstrou correlagédo (p>0,05) de intensidade média de pixels
com as CS. Provavelmente, o que explicaria as mudancas na ecogenicidade do parénquima
testicular de animais em desenvolvimento sexual seria a formacgdo do Iumen tubular, evidenciada
pela correlacdo (r=0,4) da propor¢do de limen tubular com a intensidade média de pixels neste

trabalho.
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Brito et al. (2012), relataram correlagcdes da intensidade média de pixels com o didmetro
tubular (r=-0,3) e com a area do epitélio seminifero (r=-0,2) em bovinos. Em contraste, neste estudo
ndo houve correlac@es (p>0,05) entre diametro tubular e area de epitélio seminifero.

Brito et al. (2002), mencionam que o aumento da ecogenicidade é associada com o0 aumento
da producdo espermaética diaria em bovinos. No presente estudo ndo houve correlacdo (p>0,05) da
producdo espermatica didria com a intensidade média de pixels.

Este é o primeiro estudo que demonstra a correlacdo (r=-0,5) entre espermatogénia do tipo A
e intensidade média de pixels.

O rendimento da espermatogénese depende de outros fatores, tais como, percentis de perdas
celulares, indice de ceélulas Sertoli, proporcdo volumétrica dos constituintes do parénquima
testicular. Como nédo houve correlacdo (p>0,05) entre estes fatores e a intensidade média de pixels,
ndo ha como avaliar a espermatogénese somente com a correlacdo (r=-0,5) de espermatog6nias do
tipo A com a intensidade média de pixels.

As analises de intensidade média de pixels poderiam ser usadas em estudos da
espermatogénese se houvesse uma correlacdo positiva entre as demais varidveis da
espermatogénese.

Durante as avaliacdes ultrassonograficas ndo foram encontrados pontos de lesdes de fibrose
no parénquima testicular de ambos os testiculos analisados. Este resultado estd de acordo com 0s
relatos de Fukuda et al. (2001), em cavalos (SRD) entre 4 e 24 anos de idade, e Pozor (2005), em
113 cavalos das racas Arabe, Anglo Arabe, Puro Sangue Inglés de 3 a 22 anos de idade.

Talvez a fibrose testicular em equinos ndo seja frequentemente encontrada como no
parénquima testicular de bovinos como observado por Barth et al. (2008), Pinho et al. (2013a) e
Pinho et al. (2013b) de etiologia desconhecida. Provavelmente no parénquima testicular de equinos

ndo ocorra intensa proliferacdo de fibroblastos como no parénquima testicular de bovinos.
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2.5. Conclusotes

O cavalo da raca Pantaneira demonstrou um dos maiores rendimentos gerais da
espermatogénese e indice de células de Sertoli até entdo relatadas para as racas brasileiras de
cavalos. O método de ultrassonografia aliado as analises de intensidade pixels ndo é recomendado

como um método indireto de avaliacdo da espermatogénese.
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