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RESUMO

O objetivo deste estudo foi investigar os efeitos do baixo peso ao nascimento (PN) sobre
alguns parametros testiculares em suinos aos oito dias e oito meses de idade. Quarenta e
oito leitdes machos (Agroceres PIC) - pares de irmaos, originados de porcas de 4* a 6*
ordens de parigao e leitegadas contendo entre 10 a 15 leitdes (peso médio 1,25 kg a 1,65
kg) - foram selecionados e distribuidos em dois grupos experimentais: leitdes de alto
peso (AP: 1,80 a 2,15 kg) e de baixo peso (BP: 0,75 a 1,10 kg) ao nascimento. Em cada
grupo experimental, formaram-se dois subgrupos (n=12) que foram submetidos a
orquiectomia aos oito dias ou oito meses de idade, sendo os testiculos coletados para
avaliacdoes biométricas e morfométricas. Os animais BP apresentaram menor peso
corporal (PC), peso (PT) e volume testiculares (VT) e biometria corporal nas duas
idades avaliadas (p<0,05), com excecdo da circunferéncia abdominal aos oito meses. O
indice gonadossomdtico também diferiu entre os grupos aos oito dias (p<0,05). Nao
foram observadas diferengas significativas nas duas idades no que se refere ao didmetro
dos corddes/tibulos seminiferos (CS/TS), numero de células de Sertoli por seccdo
transversal de CS/TS e niimero de sec¢des transversais de CS/TS por area de testiculo.
Aos oito dias, os animais BP apresentaram ntimero de células de Sertoli (NS), Leydig e
germinativas por testiculo significativamente menor. Aos oito meses, o nimero de
espermatogonias A e espermatocitos primarios em preleptoteno ndo diferiu entre os
grupos (p>0,05). Entretanto, o grupo BP apresentou menor numero de espermatocitos
primarios em paquiteno e espermatides arredondadas, o que influenciou o numero total
de células espermatogénicas que também foi menor (p<0,05). Mesmo havendo
semelhanca na eficiéncia da espermatogénese entre os grupos experimentais (p>0,05), o
numero de espermatides testiculares foi menor nos animais BP (p<0,05).
Adicionalmente, o baixo PN ndo interferiu na proliferagdo das células somaticas e
germinativas nas duas idades avaliadas. Correlagdes significativas foram observadas
entre PC, PT e VT, e entre PC, PT e NS, aos oito dias e entre PT ¢ VT, e PN ¢ PC
(p<0,05), aos oito meses. Conclui-se que o baixo PN apresenta consequéncias para o
desenvolvimento testicular em suinos, entretanto as alteragdes observadas nos animais
BP ndo parecem ser decorrentes de uma organogénese comprometida e sim devido ao
menor tamanho do animal. Portanto, novos estudos devem ser realizados com o objetivo
de avaliar os efeitos do baixo PN sobre a fertilidade de machos contemporaneos.

Palavras-chaves: suino, varrdo, peso ao nascimento, desenvolvimento testicular.
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ABSTRACT

The aim of this study was to investigate the effects of low birth weight on some
testicular parameters evaluated in neonatal and postpubertal boars. Forty-eight littermate
male piglets (Agroceres PIC), born to 4" 6™ parity sows and in litters of 10 to 15
piglets (litter average birth weight of 1.25 kg to 1.65 kg), were individually identified as
falling into two birth weight categories: high (HW: 1.80 to 2.15 kg) and low (LW: 0.75
to 1.10 kg) birth weight littermates. Two sub-sets of 12 animals from each experimental
group underwent orchiectomy at eight days or eight months of age and the testes were
collected for morphometrical and biometrical evaluations. LW animals had lower body
weight (BW), testicular weight (TW) and volume (TV) and body biometrical measures
in both ages evaluated (p<0.05), except for abdominal circumference that was similar
between groups at eight months of age. The gonadossomatic index also differed
between groups at eight days (p<0.05). No statistical differences were observed in the
seminiferous cords/tubules (SC/ST) diameter, Sertoli cells number per cross section of
SC/ST and cross section number of SC/ST per testis area in both ages. At eight days of
age, LW animals showed lower Sertoli, Leydig and germ cell number per testis
(p<0.05). However these differences were not maintained when those values were
divided by their respective average testis weight. At eight months old, the number of
type A spermatogonia and preleptotene primary spermatocytes were similar between
experimental groups (p>0.05). However, LW males presented fewer pachytene primary
spermatocytes and round spermatids numbers, which influenced the total number of
spermatogenic cells that was also reduced in this group (p<0.05). The efficiency of
spermatogenesis was similar in both groups, however LW animals presented a reduced
number of sperm per testis (p<0.05). Furthermore, low birth weight did not affect
somatic and germ cell proliferation in both ages analyzed. Significant correlations
between BW, TW and TV were observed at eight days of age. BW and TW were also
correlated to the total number of Sertoli cells at this age. At eight months, TW was
positively correlated to TV, and birth weight to BW (p<0.05). These results suggest that
low birth weight have negative effects on testis development in pigs, however the
differences observed in low birth weight animals may not be mediated by a
compromised organogenesis and yet to the smaller size of the animal. Therefore, studies
are necessary to further address this question.

Keywords: pig, boar, birth weight, testis development.
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INTRODUCAO

Na industria de suinos, a eficiéncia reprodutiva € uma importante caracteristica
econdmica utilizada para avaliar a produtividade do rebanho, sendo frequentemente
determinada pelo numero de leitdes desmamados por fémea por ano. Durante as ultimas
décadas, a continua busca pelo aumento da produtividade tem levado a utilizagdo de
estratégias de melhoramento genético animal voltadas para o incremento da eficiéncia
reprodutiva. Segundo Knox (2005), os maiores ganhos em termos de nimero de leitdes
desmamados/fémea/ano seriam alcangados por meio de investimentos no aumento do
numero de leitdes nascidos. Dessa forma, priorizou-se a selegdao de fémeas reprodutoras
para maior tamanho de leitegada, gerando um aumento das chamadas fémeas

hiperprolificas nos sistemas de produg¢do de suinos.

Os resultados da selecdo genética para maior nimero de leitdes nascidos tém
apresentado crescente evolucdo ao longo dos anos. Dados de 20 anos apresentados por
Lima (2007) revelaram um aumento médio, no Brasil, de 2,67 leitdes nascidos/parto do
inicio ao final do periodo estudado. Um aumento consideravel também pode ser
observado nos relatorios anuais desenvolvidos pelo PIGCHAMP™' para os rebanhos
americanos, que mostram um aumento de 1,19 leitdo nascido vivo por parto do ano de
2005 ao ano de 2011, sendo esse incremento acompanhado pelo aumento crescente do
numero de leitdes desmamados/fémea/ano, de 20,63 para 22,77. Atualmente, os indices
de produtividade nacionais mostram uma evolugdo de 0,59 leitdo nascido vivo/parto e
1,52 leitdo desmamado/fémea/ano do ano de 2007 ao ano de 2011, sendo esperado um

aumento de 3,65% na média de nascidos vivos até¢ 2015 (AGRINESS, 2012).

Apesar da crescente elevacao na produtividade observada ao longo das tltimas décadas
em diversos paises, a intensa pressdo de selegdo para alta prolificidade tem causado um
desequilibrio entre o numero de fetos presentes no Utero e a capacidade uterina da fémea
suina gestante (Foxcroft et al., 2006). Quando o nuimero de conceptos excede a
capacidade uterina da fémea, ocorre uma redugdo consideravel do desenvolvimento
placentario e consequentemente do suprimento sanguineo por feto, promovendo uma
competi¢do por nutrientes e oxigénio in utero (Town et al., 2005; Foxcroft et al., 2006;
Martin-Gronert e Ozanne, 2006). Os fetos acometidos por uma deficiéncia nutricional
passam por um processo de adaptacdo por meio de alteracdes fisiologicas e metabolicas,

no intuito de aumentar as chances de sobrevivéncia apos o nascimento (Martin-Gronert

' PIGCHAMP Knowledge software.
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e Ozanne, 2006). O resultado desse processo ¢ o nascimento de leitdes menores, mais
leves e, consequentemente, mais fracos, devido a um reduzido desenvolvimento e
crescimento fetais, sinais caracteristicos do chamado crescimento intra-uterino

retardado (CIUR) (Wu et al., 2006).

Diversos estudos tém demonstrado que leitdes acometidos pelo CIUR apresentam um
desenvolvimento pos-natal comprometido, bem como alteragdes nas caracteristicas de
carcaga (Gondret et al., 2006; Rehfeldt e Kuhn, 2006, Alvarenga et al., 2013). No
entanto, sdo poucas as evidéncias que comprovam a interferéncia de injurias durante o
periodo pré-natal sobre a fungdo reprodutiva do macho. Pesquisas preliminares
desenvolvidas em nosso laboratdrio mostraram que leitdes de baixo peso ao nascimento
(0,8 a 1,2 kg) apresentaram, além de testiculos mais leves, menor nimero de células de
Sertoli, bem como menor nimero de células germinativas aos sete dias de idade em

comparag¢do aos animais de peso mais elevado (1,8 a 2,2 kg) (Almeida et al., 2009).

O estudo dos fatores que afetam o desenvolvimento testicular e das possiveis
consequéncias sobre a espermatogénese ¢ qualidade do sémen do animal adulto se torna
especialmente importante no ambito da suinocultura moderna mundial, no qual a
utilizagdo da inseminagdo artificial se encontra incorporada ao manejo reprodutivo das
granjas tecnificadas (Bortolozzo et al., 2005). Nesse contexto, a qualidade dos machos
reprodutores, selecionados como doadores de sémen, ¢ essencial para a redugdo dos
custos de producdo e maximizacao dos lucros, tanto das centrais de inseminagdo

artificial quanto das granjas tecnificadas.

A selegdo de reprodutores ¢ realizada aproximadamente entre os 130 e 140 dias de vida,
com base nas caracteristicas morfologicas externas e desempenho produtivo dos
animais. Até o presente momento ndo se conhecem as dimensdes dos efeitos do
crescimento intrauterino retardado sobre o desenvolvimento testicular bem como as
implicagdes destas alteragdes na vida pods-natal do suino macho. Dessa forma, nio ¢é
sabido se tais efeitos, quando presentes, estariam aparentes no momento da selegdo,
comprometendo a qualidade do plantel de reprodutores e a eficiéncia reprodutiva das

granjas ou centrais de inseminagao.

Diante do exposto, o estudo do peso ao nascimento do macho suino e seus efeitos sobre
a eficiéncia reprodutiva no animal adulto se torna essencial, fornecendo evidéncias
sobre a importancia do peso ao nascimento como um critério avaliativo na sele¢ao de
animais para a reprodugao.
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REVISAO DE LITERATURA

1. Crescimento intrauterino retardado (CIUR)

J4

A programagdo do crescimento e desenvolvimento fetais ¢ coordenada por uma
associacdo entre o genotipo do embrido/feto e a regulacdo das expressdes génicas que,
por sua vez, ¢ extremamente influenciada pelo ambiente intrauterino (Martin-Gronert e
Ozanne, 2006). Um dos fatores mais importantes para o desenvolvimento in utero ¢ a
capacidade materna em fornecer o suprimento adequado de nutrientes e oxigénio,
permitindo que o feto atinja seu potencial de crescimento e apresente, ao nascimento, o
desenvolvimento e o tamanho apropriado para a sua sobrevivéncia na vida pos-natal

(Wu et al., 2004; Martin-Gronert ¢ Ozanne, 2006).

A habilidade materna em fornecer nutrientes para o feto depende do seu estado
nutricional, tamanho, composi¢do e metabolismo corporais. Qualquer anormalidade
nestes parametros pode resultar em uma deficiéncia no aporte nutricional para o feto,
levando ao comprometimento do crescimento e desenvolvimento deste (Chiswick,

1985; Martin-Gronert e Ozanne, 2006).

Frente a uma deficiéncia nutricional, um processo de adaptagdo fetal ¢ desencadeado,
com o objetivo de aumentar as chances de sobrevivéncia apds o nascimento. De acordo
com Barker (1998) e Martin-Gronert e Ozanne (2006), a resposta imediata ¢ a obtencao
de energia por meio de um processo catabolico, sendo esta seguida de alteracdes na taxa
metabolica, na producdo hormonal e na sensibilidade dos tecidos aos hormonios
produzidos, quando a deficiéncia nutricional se prolonga durante a gestagdo. Além
destas, outra importante alteragdo ¢ a redistribui¢do do fluxo sanguineo para orgaos-
chave, especialmente o cérebro, em detrimento a outros orgdos e tecidos como
musculos, rins, pancreas e figado (“brain sparing effect” ou “efeito de poupar o
cérebro”) (Bauer et al., 1998). Essas adaptagdes metabdlicas e fisioldgicas determinam
um menor crescimento fetal, aquém de seu potencial, o que resulta no nascimento de
individuos de baixo peso, caracterizando, assim, a ocorréncia de um crescimento

intrauterino retardado (CIUR).

Devido a auséncia de parametros clinicos para avaliar as alteragdes decorrentes dos
distarbios no desenvolvimento e crescimento fetais, o baixo peso ao nascimento tem
sido sugerido como um potencial indicador para a avaliacdo dessas alteragdes

(Chiswick, 1985; Martin-Gronert e Ozanne, 2006).
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Segundo Wu et al. (2004), devido a modificagdes no status epigenético do genoma e,
consequentemente, na expressao génica do embrido ou feto, a ocorréncia de injurias
nutricionais durante a vida fetal pode ocasionar alteracdes permanentes nos proximos
estagios de desenvolvimento durante a vida pos-natal. Em humanos, esta reprogramagao
do desenvolvimento, denominada programacgao pré-natal tem sido associada a doencas
na vida adulta, relacionadas a alteracdes metabdlicas, endocrinas e imunolodgicas

(Barker, 1998; Harding, 2001).

1.1. Crescimento intrauterino retardado em suinos

Na espécie suina, o CIUR é um evento observado naturalmente e de forma mais severa
que em outros animais domésticos, em decorréncia do maior nimero de conceptos que a
fémea ¢ capaz de gerar em uma gestagao. Dados da literatura revelam que 15 a 20% dos
leitdes recém-nascidos nesta espécie apresentam um peso ao nascimento inferior a 1,10
kg (Wu et al., 2006). Entretanto, ao longo das tltimas décadas, as consequéncias deste
fenomeno foram agravadas, devido a utilizagdo de estratégias de melhoramento
genético que priorizaram a selecdo de fémeas com maiores taxas de ovulacdo. Como
resultado destes programas, surgiram as chamadas fémeas hiperprolificas,
caracterizadas por um desequilibrio entre o elevado niimero de fetos presentes no ttero
e a capacidade uterina da fémea gestante (Town et al., 2004; Town et al., 2005; Foxcroft

et al., 2006).

A placenta da fémea suina ¢ individual e do tipo epitélio-corial difusa, portanto o
resultado da superlotacdo uterina observada nestas fémeas ¢ o comprometimento do
desenvolvimento placentario, devido a um reduzido espago uterino disponivel por feto
(Town et al., 2004; 2005). Knight et al. (1977) demonstraram um menor
desenvolvimento placentario em fémeas suinas submetidas a ovariohisterectomia
unilateral e efeitos negativos sobre o crescimento fetal, em consequéncia a redugdo da
area de contato da placenta com os tecidos maternos. A reducdo da eficiéncia
placentaria descrita por Knight et al. (1977) foi corroborada por Vallet e Christenson.
(2003) que observaram a redu¢do na secrecdo de algumas proteinas pela placenta, em

quadros de superlota¢do uterina, independente do peso apresentado por essa.

De acordo com Peére e Etienne (2000), o aumento do numero de fetos ndo ¢
acompanhado, na mesma propor¢do, pelo aumento do fluxo sanguineo uterino, o que

determina um reduzido suprimento sanguineo e, consequentemente, nutricional para
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cada feto. Dessa forma, a quantidade de nutrientes disponiveis por embrido/feto
depende diretamente do nimero de conceptos presentes no utero. Segundo Bérard et al.
(2008), isso poderia explicar a variacdo no desenvolvimento fetal, originando nascidos
com pesos inversamente relacionados ao tamanho da leitegada. Quiniou et al. (2002)

demonstraram que o aumento de apenas cinco leitdes por leitegada foi responsavel pela

reducdo de 35 gramas no peso fetal para cada feto excedente adicionado ao utero.

A literatura demonstra que um suprimento nutricional desproporcional ao longo do
corno uterino resulta no nascimento de leitdes mais leves, fracos, que nao atingiram o
seu potencial de crescimento. As alteragdes ocorridas nestes animais durante a vida fetal
podem permanecer ao longo da vida e determinar uma parte consideravel da variagao,
principalmente a limitagdo, do crescimento pds-natal e do desempenho do animal adulto
(Foxcroft e Town, 2004; Wu et al., 2004). De fato, estudos tém sugerido que os
principais efeitos do CIUR descritos em suinos estdo associados ao crescimento pos-
natal e ao desenvolvimento muscular. De acordo com diversos autores, os leitdes
acometidos pelo CIUR apresentam uma redu¢do do desempenho produtivo,
caracterizado por um baixo ganho de peso diario e peso ao final das varias fases de
crescimento, inclusive ao abate (Quinou et al., 2002; Gondret et al., 2006; Beaulieu et
al., 2010; Alvarenga et al., 2013). Foi demonstrado também que estes animais
apresentariam um menor nimero de fibras musculares esqueléticas ao nascimento, que
ndo seria compensado durante a vida pos-natal, além de alteracdes nas caracteristicas de
qualidade de carne (Town et al., 2004; Gondret et al., 2006; Rehfeldt e Kuhn, 2006;
Beaulieu et al., 2010; Alvarenga et al., 2013).

Além da influéncia sobre o desenvolvimento muscular, desempenho produtivo e
qualidade de carne, alguns estudos revelam uma maior extensdo dos efeitos do CIUR,
como a reduc¢do no desenvolvimento de diversos o6rgaos (Bauer et al., 1998; Wang et al.,

2005: Wang et al., 2010; Alvarenga et al., 2013).

No aspecto reprodutivo, estudos ainda sdo escassos na literatura. Em fémeas, Da Silva-
Buttkus et al. (2003) demonstraram que leitoas de baixo peso apresentam, ao
nascimento, um menor peso do ovario e alteragdes no desenvolvimento folicular.
Segundo estes autores, o maior nimero de foliculos primordiais associado ao menor
numero de foliculos primarios e secundarios, observados nestes animais, caracterizam

um atraso no desenvolvimento reprodutivo. Em machos, investigagdes apontando a
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influéncia do peso ao nascimento sobre o desenvolvimento do trato reprodutivo ainda

ndo foram realizadas.

2. Desenvolvimento dos testiculos em suinos
2.1. Desenvolvimento testicular embrionario

O desenvolvimento gonadal em suinos, como em outros mamiferos, inicia-se com a
formagdo da crista urogenital a partir de células somaticas derivadas do mesoderma
intermediario que, por sua vez, se estende ao longo do eixo antero-posterior do embrido
(Park e Jameson, 2005; Wilhelm et al., 2007). A crista urogenital pode ser dividida em
trés regides: pronefro, mesonefro e metanefro. No mesonefro, mais especificamente em
sua superficie ventro-lateral, ocorre o surgimento de uma sub-regido denominada crista
genital ou gonadal - decorrente do espessamento do epitélio celomatico - sendo esta o

local em que ¢ observado o desenvolvimento das gonadas (Capel, 2000).

A formacdo da gonada indiferenciada tem inicio no momento em que as células
germinativas primordiais, originadas do epiblasto, proliferam e migram, via intestino
primitivo, da base do alantoide para a crista genital (Ginsburg et al. 1990; Wilhelm et
al., 2007). A colonizagdo da gonada indiferenciada pelas células germinativas
primordiais, agora denominadas gonocitos, estimula a proliferacdo das células
mesenquimais € do epitélio celomatico. Neste momento, a goénada indiferenciada
apresenta quatro linhagens celulares bipotenciais: as células germinativas primordiais,
células endoteliais originadas da aorta dorsal, células mesenquimais originadas do
mesoderma, e a linhagem celular originada do epitélio celomatico, sendo composta,
principalmente, pelas células de suporte e esteroidogénicas, precursoras das células de
Sertoli e de Leydig no testiculo, respectivamente (Swain e Lovell-Badge, 1999;

Merchant-Larios e Moreno-Mendoza, 2001).

A diferenciagdo testicular em suinos ocorre em torno do 26°-27° dia de gestacdo,
iniciando-se com a expressdo do fator de determinacao testicular (gene SRY) no braco
curto do cromossomo Y pelas células de pré-Sertoli - células precursoras das células de
Sertoli presentes na gonada indiferenciada (Pelliniemi, 1975; Capel, 2000). A expressao
deste fator promove a diferenciacdo dos precursores das células de Sertoli,
direcionando, posteriormente, a diferenciagdo e a migragao dos outros tipos celulares do

testiculo, incluindo as células de Leydig fetais, através de interacdes célula-célula e/ou
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secrecao de fatores estimulatorios (Kaminsky et al., 1999; Swain e Lovell-Badge, 1999;

Ross e Capel, 2005).

O inicio do desenvolvimento testicular ¢ marcado pela formagdo dos corddes
seminiferos primitivos, apds a diferenciacdo das células de Sertoli que se agregam e
envolvem os gonocitos. Os ninhos celulares recém-formados sdo contornados por uma
camada de células peritubulares mioides supostamente originadas tanto do epitélio
celomatico como do proprio mesénquima da crista genital (Combes et al., 2009). Entre
os ninhos celulares e as células peritubulares mioides se encontra uma membrana basal.
O tecido intersticial que circunda os corddes seminiferos ¢ ocupado por células
mesenquimais e endoteliais e pelas células de Leydig fetais (Pelliniemi, 1975; Van
Strateen e Wensing, 1978; Kaminski et al., 1999; Merchant-Larios e Moreno-Mendoza,
2001; Ross e Capel, 2005).

A partir da diferenciacdo das células de Sertoli, ocorre a ativacdo de genes envolvidos
na regulacdo das fungdes destas células. Dentre estas, a expressdo do AMH (Hormonio
Anti-Mulleriano), membro da familia TGF-p, é especialmente importante por induzir a
regressdo dos ductos Mullerianos, suprimindo o desenvolvimento do trato genital

feminino (Swain e Lovell-Badge, 1999; Capel, 2000).

Durante o desenvolvimento pré-natal, aproximadamente do 60° dia pds-coito ao
nascimento, as células de Sertoli proliferam ativamente, entretanto, os mecanismos
regulatérios deste processo ainda ndo estdo esclarecidos. Esta caracteristica estd
associada ao aumento da massa de corddes seminiferos, do peso do testiculo e das
concentragodes séricas de FSH observados durante este periodo (Van Strateen e Wesing,
1977; Colenbrander et al., 1982; McCoard et al., 2003). As células de Leydig presentes
durante a fase pré-natal sdo as células de Leydig fetais, responsaveis pelo
desenvolvimento do trato genital masculino e dos caracteres sexuais secundarios (Van

Strateen e Wesing, 1978; Wilhelm et al., 2007).

A integridade dos principais eventos ocorridos durante o desenvolvimento testicular
embrionario, formag¢ao dos corddes seminiferos e a diferenciacao das células de Sertoli
e de Leydig, esta diretamente relacionada a funcdo reprodutiva do animal adulto

(Merchant-Larios e Moreno-Mendoza, 2001).
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2.2. Desenvolvimento testicular pos-natal

O desenvolvimento testicular pds-natal em suinos ¢ variavel dentre as diferentes racas,
provavelmente devido a diferengas iniciadas a partir da diferenciagdo sexual e que se

mantém durante a organogénsese (Kaminsky et al., 1999).

Ao nascimento, o parénquima testicular ¢ constituido por corddes seminiferos, formados
por células de Sertoli e gonocitos, envolvidos por uma camada de células peritubulares
mioides, e por um tecido intersticial composto principalmente por células de Leydig,
células do tecido conjuntivo e vasos sanguineos (Van Strateen e Wensing, 1978;
Godinho e Cardoso, 1979; Franca, 1987; Avelar et al., 2010). De acordo com Harayama
et al. (1991), o principal componente dos testiculos, neste momento, ¢ o tecido

intersticial.

Durante o periodo compreendido entre o nascimento e o primeiro e segundo meses de
vida, a populagdo de gondcitos presente nos corddes seminiferos reduz acentuadamente,
sendo observadas, ao final destes periodos, as primeiras espermatogonias A (Godinho e
Cardoso, 1979; Franca et al., 1988; Avelar et al., 2010). Apesar da existéncia de um
consenso quanto ao momento do desaparecimento total dos gonécitos, o surgimento das
primeiras espermatogdénias A parece variar entre ragas e cruzamentos (Godinho e
Cardoso, 1979; Franga e Cardoso, 1998; Avelar et al., 2010). A populacdo de
espermatogonias A apresenta um discreto aumento entre dois e trés meses de idade,
momento em que ocorre simultaneamente a estabilizagdo da populagdo destas cé€lulas e
o desaparecimento dos gondcitos (Godinho e Cardoso, 1979; Franga et al., 1988). De
acordo com Franga et al. (1988), neste momento, o estoque basal de espermatogonias A

esta definido.

Aos dois meses de idade, concomitante ao inicio do crescimento da populagdo de
espermatogoOnias A, surgem as primeiras espermatogonias B e espermatdcitos primarios
e, em algumas racas, as primeiras espermatides arredondadas. Assim como em outros
mamiferos, a populagdo celular dos corddes/tlibulos seminiferos se mantém baixa até
proximo a puberdade. Entretanto, com o inicio deste periodo, ocorre um aumento
acentuado dessa populacdo, sendo constituida por espermatogonias, espermatocitos
primarios e secundarios e espermatides arredondadas e alongadas (Godinho e Cardoso,
1979; Franca et al, 1988; Harayama et al., 1991; Avelar et al, 2010). Estas
modificagdes na populacdo celular dos tibulos seminiferos durante a fase pré-pubere
sao acompanhadas pelo aumento progressivo do peso testicular, comprimento e
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diametro dos tubulos seminiferos e porcentagem destas estruturas no parénquima
testicular (Godinho e Cardoso, 1979; Franga et al., 1988; Harayama et al., 1991; Lunstra
et al., 2003; Avelar et al., 2010; Ford e Wise, 2011).

Em suinos, a puberdade ¢é caracterizada por um aumento significativo nos pesos
corporal e testicular, comprimento e didmetro dos tubulos seminiferos, na populacdo de
células espermatogénicas, concentragdes plasmaticas de testosterona, além do
percentual de tubulos seminiferos no parénquima. Entretanto, os eventos mais
marcantes da puberdade sdo a presenca de espermatides alongadas no limen tubular e a
maturacdo das células de Sertoli (Franga, 1987; Harayama et al., 1991; Franga et al.,
2000; Avelar et al., 2010). Durante o periodo compreendido entre a puberdade e a
maturidade sexual, a populagdo de células espermatogénicas aumenta progressivamente

(Godinho e Cardoso, 1979; Franga, 1987).

Por sua vez, a maturidade sexual ¢ caracterizada pela estabilizacao de varios parametros
testiculares, como a porcentagem de tubulos seminiferos e células de Leydig no
parénquima testicular, diametro tubular e populagdo de células espermatogénicas
(Franga, 1987; Harayama et al., 1991; Franca et al., 2000; Avelar et al., 2010). Este
momento ¢ marcado também pela estabilizagdo das concentragdes plasmaticas de

testosterona (Franca et al., 2000).

Durante o desenvolvimento testicular, as cé€lulas de Sertoli apresentam duas fases
funcionalmente distintas, denominadas de fase de proliferacdo e fase de maturagdo. A
fase de proliferacdo corresponde ao periodo pré-pubere, no qual as células de Sertoli
proliferam ativamente. Durante esta fase, sdo observados dois momentos marcantes de
divisdo celular. O primeiro compreende o periodo do nascimento até¢ os 30 dias de
idade, principalmente durantes os primeiros 15 dias po6s-nascimento (McCoard et al.,
2001; McCoard et al., 2003; Avelar et al., 2010), quando ocorre o aumento de
aproximadamente seis vezes no nimero de células de Sertoli por testiculo. O segundo
momento ¢ observado entre trés e quatro meses de idade para a maioria das ragas, no
periodo que antecede o inicio da puberdade, quando se observa um aumento de quase
100% no numero de células de Sertoli por testiculo (Franga et al., 2000). Estes periodos
de maior proliferagdo das células de Sertoli coincidem com niveis plasmaticos mais
elevados de FSH (Franga et al., 2000). O encerramento da atividade mitdtica das células
de Sertoli define o inicio da fase de maturacdo, caracterizada pela diferenciacdo destas

células. Nesta fase, alguns eventos relacionados as fungdes das células de Sertoli
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passam a ser observados, como a formag¢do do limen tubular devido a secrecdo de
fluidos pelas células de Sertoli, desenvolvimento do citoesqueleto e filamentos de actina
relacionados as especializagdes destas células, e formacdo das jungdes de oclusdo
responsaveis pelas barreiras de células de Sertoli e proliferacdo de espermatocitos
primarios (Russel et al., 1989; Franga et al., 2000; Ford e Wise, 2009; Avelar et al.,
2010).

As células de Leydig se encontram completamente diferenciadas ap6s o nascimento
(Van Strateen e Wesing, 1977; Franga et al., 2000; Franca et al., 2005), sendo
observadas, durante o desenvolvimento pos-natal, duas fases de proliferacdo destas
células. A primeira ocorre durante o periodo perinatal compreendido entre o nascimento
e 30 dias de vida e a segunda, entre o inicio da puberdade até a idade adulta. Ambas as
fases coincidindo com o aumento das concentracdes plasmaticas de testosterona (Van

Strateen e Wensing, 1977; Franga et al., 2000).

3. Estrutura testicular e espermatogénese em suinos
3.1. Anatomia dos testiculos

Os testiculos sdo os 6rgaos do sistema genital masculino responsaveis pela producdo de
espermatozoides € do hormonio sexual masculino testosterona. Na espécie suina, os
testiculos estdo localizados no interior do escroto, estrutura formada pela pele da parede
ventral do abdome, que se encontra na regido perineal, ndo sendo pendular como em
outras espécies de animais domésticos. Apresentam posi¢do obliqua com o eixo longo
direcionado dorso caudalmente. A borda livre do testiculo, associada a cabeca do
epididimo, se encontra em posi¢do cranio-ventral, enquanto a borda fixada a cauda do

epididimo, por¢ao mais alta, em posi¢ao caudo-dorsal (Getty, 1986; Dyce et al., 2010).

Dentro do compartimento escrotal, os testiculos estdo localizados em uma cavidade
serosa revestida por uma evaginacdo do peritonio, a tinica vaginal (parietal e visceral),
0 que permite certo grau de mobilidade do 6rgdo no interior do escroto (Gartner e Hiatt,

2007).

3.2. Parénquima testicular

O parénquima testicular ¢ envolvido por uma cépsula de tecido conjuntivo denso

modelado denominada tinica albuginea (Setchell, 1977). A tunica albuginea apresenta
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um espessamento, o mediastino, de onde partem septos fibrosos que dividem todo o
orgdo em lobulos, sendo o espago interlobular muito abundante na espécie suina (Getty,

1986; Junqueira e Carneiro, 2008).

Assim como em outros mamiferos, o parénquima testicular do suino sexualmente
maduro ¢ formado por dois compartimentos principais: o compartimento intersticial € o
compartimento tubular. O intersticio € composto por tecido conjuntivo, vasos
sanguineos e linfaticos, nervos e por um grande numero de células de Leydig,

produtoras de esteroides (Franga e Chiarini-Garcia, 2005).

O compartimento tubular consiste basicamente na tunica propria, no epitélio seminifero,
um espesso epitélio especializado, € no limen tubular. Os tibulos seminiferos sdo
estruturas longas e convolutas, desprovidas de inervacdo e vascularizagdo, que
compreendem aproximadamente 90% do testiculo. Entretanto, nos suinos, devido a
grande abundancia de células de Leydig, essa propor¢do ¢ reduzida (Setchell, 1977,
Franga e Chiarini-Garcia, 2005). Franga et al. (2005) demonstraram uma propor¢do de
aproximadamente 85% de tibulos seminiferos e 10% de células de Leydig no testiculo
de suinos em contraste a, aproximadamente, 90% de tibulos seminiferos e 4% de
células de Leydig nos testiculos de pequenos roedores de laboratdrio. A tinica propria
reveste externamente o epitélio, sendo formada por uma camada externa de tecido
conjuntivo, uma camada mais interna composta por células musculares lisas - células
peritubulares mioides - e a membrana basal, que por sua vez, ¢ formada pelas células
peritubulares mioides juntamente com as células de Sertoli, que serve de suporte para o
epitélio seminifero. As células peritubulares mioides sdo células contrateis responsaveis
pela movimentacdo de fluidos e propulsio de espermatozoides no limen tubular
(Setchell, 1977; Franga e Chiarini-Garcia, 2005; Gartner e Hiatt, 2007).
Adicionalmente, apresentam um importante papel no processo espermatogénico, devido
a producdo de fatores que modulam a funcdo das células de Sertoli (Skinner et al.,

1985).

No interior dos tibulos seminiferos, o epitélio seminifero ¢ constituido pelas células de
Sertoli e por trés diferentes geragdes de células germinativas que se encontram inseridas
e associadas as criptas do citoplasma das células de Sertoli: espermatogdnias,
espermatocitos e espermatides. A orientacdo das células germinativas no epitélio

seminifero ocorre de acordo com o grau de diferenciagdo destas, sendo as c€lulas mais

24



avangadas localizadas mais proximas do limen tubular (Franca e Chiarini-Garcia,

2005).

3.3. Espermatogénese

No suino, como em outros mamiferos, a espermatogénese ¢ um processo continuo,
ciclico altamente organizado e complexo, no qual ha formagao dos espermatozoides a
partir de uma espermatogonia tronco. Este processo ¢ composto por trés fases funcional

e morfologicamente distintas: espermatogonial, espermatocitaria e espermiogénica.

A fase espermatogonial (proliferativa ou mitdtica) ¢ o periodo no qual as
espermatogonias proliferam por sucessivas divisdes mitdticas, dando origem as classes
consecutivas de espermatogoénias e, por fim, aos espermatdcitos. Simultaneamente,
mantém o nimero de espermatogonias tronco por meio da auto renovacdo. A segunda
fase, denominada fase espermatocitaria ou meiotica, ¢ o momento no qual os
espermatocitos passam por uma sequéncia de divisdes meidticas, resultando na
formagdo de células haploides, as espermatides. A terceira e ultima fase ¢ denominada
de fase espermiogénica ou de diferenciacdo, na qual as espermatides passam por uma
série de processos de diferenciagdo, resultando na formacdo das células germinativas
mais diferenciadas, os espermatozoides (Clermont, 1972; Russel et al., 1990; Franca et

al., 2005).

De acordo com Frankenhuis et al. (1982), a espermatogénese no varrdo possui grande
similaridade a observada em pequenos roedores de laboratorio, descrita previamente por
Clermont e Leblond (1955), sendo observadas quatro classes de espermatogodnias:
espermatogonia A indiferenciada, espermatogonia A diferenciada, espermatogdnia
intermediaria e espermatogonia B. As espermatogonias indiferenciadas ainda podem ser
divididas em trés categorias de acordo com a sua localizagdo topografica:
espermatogonia A isolada (As), A pareada (Apr) e A alinhada (Aal). As
espermatogonias diferenciadas também podem ser subdivididas em quatro geracdes:
espermatogonia tipo A, Ay, Az e A4. Dessa forma, durante a espermatogénese no suino,
uma espermatogonia tronco sofre aproximadamente 10 divisdes mitdticas antes de se
diferenciar em espermatocito, sendo observada a seguinte sequéncia de geracdes
espermatogoniais formadas pelas divisdes mitdticas dessas células: espermatogonia tipo

A indiferenciada (A isolada (As); A pareada (Apr); A alinhada (Aal)), tipo A
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diferenciada (A, Az, Az, As), intermediaria e tipo B (Frankenhuis et al., 1982; Franca et
al., 2005).

A fase espermatocitaria ¢ similar entre as espécies de mamiferos e se inicia quando,
apds as sucessivas divisdes mitdticas, as espermatogdnias mais avancadas
(espermatogonias tipo B) entram na préfase da primeira divisao meidtica, dando origem
aos espermatocitos primarios. A primeira fase da profase meidtica ¢ a de
preleptoteno/leptoteno, seguida pela fase de zigoteno, quando ocorre o pareamento dos
cromossomos homélogos. A medida que o volume nuclear aumenta progressivamente e
0s Cromossomos se encurtam e engrossam, ¢ iniciada a fase de paquiteno, que apresenta
duracdo mais longa e durante a qual os volumes nuclear e celular aumentam
progressivamente. Esta é seguida pela fase de dipléteno, durante a qual os cromossomos
se dividem parcialmente. Finalmente, o nucleo entra em metafase, anafase e telofase,
dando origem ao espermatdcito secundario, que possui tempo de vida curto, iniciando a

segunda divisdo meidtica para dar origem as espermatides (Clermont, 1972).

Durante a fase espermiogénica, as espermdtides sofrem uma série de alteracdes
morfoldgicas, denominadas, em conjunto, espermiogénese, apds as quais ocorrera a
formagao dos espermatozoides. Neste processo, os principais eventos observados sdo
compactacdo da cromatina e alongamento nuclear, forma¢ao do acrossomo a partir do
complexo de Golgi, formag¢do da cauda e eliminacdo de grande parte do citoplasma

(Clermont, 1972; Lino-Neto et al., 2005).

Segundo Franca et al. (2005), em suinos, apenas 20 a 30% do numero total de
espermatozoides sao produzidos a partir de cada espermatogdnia do tipo A, devido a
grande perda de células germinativas durante a fase espermatogonial, principalmente
nas geragoes A,-A4. Essa perda mantém o numero 6timo de células germinativas que a
célula de Sertoli ¢ capaz de suportar. As apoptoses sdo também observadas nas fases
espermatocitaria e espermiogénica, nas quais ocorre uma perda de, respectivamente,
10% das células germinativas nas divisdes de espermatogdnia B para espermatdcito
primario em preleptdteno (Franga et al., 2005), e de 25% das espermatides arredondadas
(Franga et al., 1988). Segundo Franga et al. (1988), as perdas celulares observadas na
fase espermiogénica podem ser atribuidas a alteracdes cromossomais originadas durante

as divisdes meidticas e a descamagdes para o [imen tubular.
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3.4. Ciclo do epitélio seminifero

Durante o processo espermatogénico, as células germinativas em diferentes estagios de
desenvolvimento se organizam em quatro ou cinco camadas celulares, formando
associacoes especificas entre si denominadas estadios. As associacdes celulares ocorrem
em uma sequéncia especifica, sendo que um mesmo estddio se repete em uma
determinada area do epitélio seminifero com o decorrer do tempo (Clermont, 1972). Em
suinos, ¢ observado apenas um estddio por seccdo transversal de tubulo seminifero

(Franga et al., 2005).

Dois métodos foram descritos para a identificagdo dessas associagdes celulares no
testiculo do suino: o método do sistema acrossdmico, descrito para a espécie suina por
Franca et al. (2005), baseado no desenvolvimento do sistema acrossomico nas
espermatides recém-formadas; e o método da morfologia tubular, baseado
simultaneamente nas caracteristicas morfologicas do ntcleo das espermatides e a
posicao dos nucleos das espermatides mais avangadas no epitélio seminifero (Swierstra,
1968). Este ultimo método determina oito estadios do ciclo do epitélio seminifero na
espécie suina. Nesta revisdo, apenas o método da morfologia tubular sera descrito por

ter sido utilizado na metodologia de anédlise morfométrica.

A descri¢do dos oito estadios do ciclo do epitélio seminifero, de acordo com o método
da morfologia tubular, foi realizada para diferentes racas de suinos de forma muito
similar por diversos autores (Swierstra, 1968; Ortavant et al., 1977; Okwun et al., 1996;
Franga e Cardoso, 1998; Garcia-Gil et al., 2002). Entretanto, devido a ocorréncia de
pequenas diferengas quanto ao inicio e término de alguns estadios e quanto a
classificagdo e presenca dos tipos espermatogoniais também em alguns estadios, tal

descrigdo sera apresentada de acordo com os achados mais frequentes:

- O estadio 1 se estende desde a auséncia das espermatides alongadas no lumen até o
inicio da elonga¢do do nucleo destas células. Nesse estddio, apenas sdo observadas
espermatides arredondadas, formando quatro a seis camadas no compartimento
adluminal do epitélio seminifero. Proximas a membrana basal, sdo observadas
espermatogoOnia tipo A e espermatdcitos primarios em transicdo de preleptoteno para
leptdteno. Acima da camada de espermatocitos primarios em preleptoteno/leptoteno sdo
observadas uma ou duas camadas de espermatdcitos primarios em paquiteno (Swierstra,

1968; Ortavant et al., 1977; Okwun et al., 1996; Franca e Cardoso, 1998; Garcia-Gil et
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al., 2002). A frequéncia observada para este estddio ¢ de aproximadamente 10,8%

(Ortavant et al., 1977).

- O estadio 2 se inicia com o alongamento do nucleo das espermatides e termina com a
formagdo dos feixes de espermadtides alongadas. Nesse estddio, sdo observadas
espermatogonias do tipo A e espermatocitos primarios na fase de zigoteno e paquiteno
da profase meidtica (Swierstra, 1968; Ortavant et al., 1977; Okwun et al., 1996; Franca
e Cardoso, 1998; Garcia-Gil et al., 2002). Para este estadio, a frequéncia observada ¢ de

aproximadamente 14,4% (Ortavant et al., 1977).

- O estadio 3 compreende o momento do ciclo entre a formacdo dos feixes de
espermatides alongadas no citoplasma das células de Sertoli e o aparecimento de figuras
de meiose. As espermatides alongadas formam os feixes com seus nucleos direcionados
para os nucleos das células de Sertoli na base do tibulo seminifero. Sdo observadas
espermatogonias do tipo A, espermatodcitos primarios em zigdteno e em transicdo da
fase de paquiteno para diploteno da profase meiodtica (Swierstra, 1968; Ortavant et al.,
1977; Okwun et al., 1996; Franga e Cardoso, 1998 e Garcia-Gil et al., 2002). A
frequéncia observada para este estadio ¢ de aproximadamente 3,5 % (Ortavant et al.,

1977).

- O estadio 4 se estende do inicio da primeira divisdo meiotica ao término da segunda
divisio meiotica. E caracterizado pela presenca das figuras de meiose da primeira e
segunda divisdo e espermatocitos secundarios. Estdo ainda presentes espermatogonias
do tipo A, espermatocitos primarios em transi¢ao da fase de zigdteno para paquiteno da
profase meidtica e espermatides arredondadas e alongadas. Os feixes de espermatides
alongadas se localizam nas criptas do citoplasma das células de Sertoli no meio do
epitélio seminifero (Swierstra, 1968; Ortavant et al., 1977; Okwun et al., 1996; Franca
e Cardoso, 1998: Garcia-Gil et al., 2002). Para este estadio, a frequéncia observada ¢ de

aproximadamente 11,6 % (Ortavant et al., 1977).

- No estadio 5 sdo ainda observadas duas geragdes de espermatides: arredondadas e
alongadas. Os feixes de espermatides alongadas se localizam nas criptas do citoplasma
das células de Sertoli, na por¢do mais basal do epitélio seminifero. Sdo observados
espermatocitos primarios em paquiteno e espermatogdnias do tipo A e intermedidrias
(Swierstra, 1968; Ortavant et al., 1977; Okwun et al., 1996; Franga e Cardoso, 1998;
Garcia-Gil et al., 2002). A frequéncia observada para este estddio ¢ de
aproximadamente 8,9 % (Ortavant et al., 1977).
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- O estadio 6 apresenta a mesma populagao celular do estadio V. Entretanto, observa-se
o inicio da migracdo dos feixes de espermatides alongadas em direcao ao limen do
tubulo seminifero. Nesse momento, os feixes sdo menos evidentes. As espermatogonias
intermediarias sdo observadas em maior numero, podendo ser observadas
espermatogonias tipo B (Swierstra, 1968; Okwun et al., 1996; Franca e Cardoso, 1998).
A frequéncia observada para este estadio ¢ de aproximadamente 20,3 % (Ortavant et al.,

1977).

- No estadio 7, os feixes de espermatides alongadas terminam a migra¢ao em direcdo ao
limen e se dissociam. S@o observados os primeiros corpos residuais. Espermatogonias
tipo A e tipo B, além de espermatdcitos primarios em paquiteno e espermatides
arredondadas podem ser observados (Swierstra, 1968; Okwun et al., 1996; Franca ¢
Cardoso, 1998). Para este estadio, a frequéncia observada ¢ de aproximadamente 18,5 %

(Ortavant et al., 1977).

- O estadio 8 se estende do momento em que as espermdtides alongadas estdo
localizadas no limen do tubulo ao seu completo desaparecimento da por¢ao luminal. A
principal caracteristica deste estadio ¢ a libera¢do das espermatides alongadas no limen,
com a presenga de corpos residuais na superficie luminal do epitélio seminifero e no
citoplasma das células de Sertoli em direcdo a base do tubulo. Sao observadas
espermatogoOnias tipo A, espermatdcitos primarios em preleptoteno e paquiteno e
espermatides arredondadas. Ocasionalmente podem ser observadas espermatogonias do
tipo B (Swierstra, 1968; Ortavant et al., 1977; Okwun et al., 1996; Franca e Cardoso,
1998; Garcia-Gil et al., 2002). Para este estddio, a frequéncia observada ¢ de

aproximadamente 12,0 % (Ortavant et al., 1977).

A frequéncia dos estadios pode variar entre as diferentes racas da espécie suina, como
foi demonstrado em estudos realizados para as ragas Yorkshire e Lacombe (Swierstra,
1968), Meishan (Okwun et al., 1996), Piau (Franga e Cardoso, 1998) e¢ Landrace
(Garcia-Gil et al., 2002).

O intervalo compreendido entre a ocorréncia de um determinado estddio e o seu
reaparecimento em um mesmo ponto do epitélio seminifero, ou seja, uma série completa
de associacdes celulares ¢ denominada ciclo do epitélio seminifero (Clermont, 1972).
Em torno de 4,5 ciclos sdo necessarios para que a espermatogénese se complete a partir
do surgimento da espermatogénia A (Russel et al., 1990). Para uma mesma espécie, a
duragdo do ciclo espermatogénico ¢ considerada constante (Clermont, 1972), muito
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embora exista uma pequena variagao entre racas e, possivelmente, genéticas de suinos,
como observados em alguns estudos (Swierstra, 1968; Okwun et al., 1996; Franga e
Cardoso, 1998; Garcia-Gil et al., 2002). Cada ciclo do epitélio seminifero, na espécie
suina, apresenta a duragdo média de 8,5 a 9 dias, sendo a duragdo total da
espermatogénese de aproximadamente 38,5 a 40 dias (Swierstra, 1968; Franga e
Cardoso, 1998; Garcia-Gil et al., 2002). Neste periodo, cada fase da espermatogénese
apresenta dura¢do de aproximadamente duas semanas (Franga et al., 2005). Devido a
curta duragdo do ciclo do epitélio seminifero e também a maior eficiéncia da célula de
Sertoli, os suinos apresentam uma elevada eficiéncia da espermatogénese quando

comparados a outras espécies de mamiferos (Franca et al., 2005).

4. Proliferacio celular e proteina MCM?7

O desenvolvimento, a sobrevivéncia e a manutengdo dos tecidos em mamiferos
dependem de um controle sistemdtico sobre a proliferacdo celular. O ponto crucial
durante este processo € a iniciagdo da replicagdo do DNA, evento coordenado por uma
série de moléculas sinalizadoras responsaveis por controlar o momento no qual a célula
iniciard o processo de divisdo (Stoeber et al., 2001). A primeira etapa na replica¢do do
DNA ¢ a formagdo do complexo pré-replicativo ainda na fase G1 do ciclo celular, a
partir da associagdo entre o complexo de reconhecimento da origem de replicacdo
(Origin Recognition Complex - ORC) e proteinas iniciadoras da replicacao. O primeiro
componente desta complexa estrutura ¢ composto por seis subunidades, Orc; sendo
responsavel por reconhecer as origens de replicagio no DNA e promover o
recrutamento sequencial dos fatores de iniciacdo, sendo eles: Cdc6 (cell division cycle
6), Cdtl (chromatin licensing and DNA replication factor 1) e proteinas da familia
MCM,_; (Minichromosome maintenance complex) (Labib e Diffley, 2001; Diftfley e
Labib, 2002). Neste processo, o complexo MCM,.; possui um papel fundamental para a
duplicacdo do material genético por apresentar atividade de helicase, promovendo a
abertura da dupla-hélice e a separacdo do DNA em duas fitas simples, para que, desta

forma, sua replicagdo seja possivel (Labib e Diffley, 2001).

As proteinas da familia MCM,_; sdo expressas em todas as fases do ciclo de proliferagdo
celular — G1, S, G2 e M - ndo estando presentes nos estados considerados fora deste,
como a quiescéncia ou fase GO - células habeis a proliferar e facilmente estimuladas por

sinais apropriados como fatores de crescimento, ou a senescéncia € a maturacao, sendo
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as cé€lulas nestes ultimos estados permanentemente nao-proliferativas. Evidéncias na
literatura demonstram que os tipos celulares que se encontram nestes trés estados
perderam as proteinas MCM,_; e estdo funcionalmente ndo “licenciados” (Stoeber et al.,

2001; Blow e Hodgson, 2002).

Atualmente, estas proteinas tém sido consideradas como potenciais marcadores de
proliferagdo celular, sendo utilizadas como ferramentas de escolha no diagnostico das
células em replicagdo (Giaginis et al., 2010). Isto se deve a sua expressdo durante toda a
fase G1 do ciclo celular, em contraste a outros marcadores convencionais, como o Ki67,
que apenas sao expressos no final desta fase. Esta diferenga permite que a marcagao das
proteinas MCM,_; detecte tanto as células que estdo em proliferacdo ativa quanto as que
apresentam potencial de proliferacdo, ou seja, células que foram “licenciadas™ para a
replicagdo e, portanto, se encontram ativadas, mas ainda estdo sintetizando o DNA.

(Stoeber et al., 2001).

A expressao da proteina MCM?7 foi demonstrada em testiculos de ratos de diferentes
idades por Com et al. (2006). Segundo estes autores, tanto a presenca da marcagio
imunohistoquimica para esta proteina, quanto a intensidade de marcagdo variam de
acordo com a fase de proliferacdo e grau de diferenciacdo das células somadticas e
germinativas do testiculo. Foi demonstrado que, no periodo impubere, a expressdo da
proteina MCM?7 pode ser observada tanto nos gonocitos quanto nas células de Sertoli,
que se encontram na fase de proliferacao (Franga et al., 2000). Por sua vez, nos animais
adultos, a imunorreatividade foi observada apenas nas células germinativas, em
qualquer estadio do ciclo do epitélio seminifero, apresentando maior intensidade nas
espermatogonias € espermatdcitos primarios jovens. Com a progressao do processo de
diferenciacdo dos espermatocitos, a intensidade de marcagdo apresentou uma redugdo
progressiva, ndo sendo mais observada reatividade nos espermatdcitos secundarios e nas
espermatides arredondadas. A marcagdo das células peritubulares mioides e células de

Leydig também foi observada.
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HIPOTESE

Diante das evidéncias dos efeitos negativos do baixo peso ao nascimento sobre o ganho

de peso, o desenvolvimento da musculatura esquelética e da mucosa do intestino

delgado em suinos, sugere-se que o baixo peso ao nascimento também esteja

relacionado a um desenvolvimento testicular inadequado, com o comprometimento da

eficiéncia reprodutiva dos machos.

OBJETIVOS

1. Objetivo geral:

Investigar, os efeitos do baixo peso ao nascimento sobre o desenvolvimento
testicular de suinos, aos oito dias e oito meses de idade, avaliando as possiveis

consequéncias para o desempenho reprodutivo do animal pds-pubere.

2. Objetivos especificos:

Determinar os possiveis efeitos sobre a biometria corporal e testicular aos oito
dias e oito meses de idade;

Investigar, por meio de andlises histomorfométricas, a ocorréncia de alteracdes
no parénquima testicular, avaliando o diametro dos corddes/tibulos seminiferos,
o numero de células de Sertoli/sec¢do transversal de cordao ou tibulo seminifero
e o numero de corddes/tubulos seminiferos por area de testiculo aos oito dias e
oito meses de idade, bem como as propor¢des volumétricas (Vv%) entre os
diferentes componentes do parénquima testicular aos oito dias de idade;
Determinar os efeitos sobre o nimero de células de Sertoli, Leydig e gonocitos
por testiculo e por grama de testiculo aos oito dias de idade;

Quantificar, aos oito meses de idade, os diferentes tipos celulares presentes nos
tabulos seminiferos em estadio 1 do sistema tubular, determinando a ocorréncia
de alteracdes no nimero corrigido das células observadas;

Avaliar a eficiéncia da espermatogénese aos oito meses de idade, através do
calculo das razdes entre os ntimeros corrigidos de células espermatogénicas e
das células de Sertoli;

Avaliar o nimero de espermatides testiculares, resistentes a sonicacdo, aos 0ito

meses de idade;
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e Determinar as alteracdes na atividade proliferativa das células de Sertoli, Leydig
e germinativas aos oito dias de idade, e das células de Leydig e germinativas aos

oito meses de idade.
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MATERIAL E METODOS

Este projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Experimenta¢io Animal da UFMG

(CETEA), protocolo n° 65/2011 (Anexo III).

1. Local e periodo

O experimento foi realizado na Granja Paraiso, nucleo filial de multiplicacdo genética
de suinos da empresa Agroceres PIC®, no periodo compreendido entre novembro de
2011 a agosto de 2012. A granja localiza-se no municipio de Patos de Minas/MG, a
margem da rodovia BR-365, Km 429, na regido do Alto Paranaiba e na Mesorregidao do

Tridngulo Mineiro e Alto Paranaiba.

2. Instalacoes e manejo do sistema de producio

A Granja Paraiso ¢ uma granja multiplicadora de ciclo completo com sistema de
produgdo em sitios segregados, apresentando trés unidades de producdo denominadas
Sitio, Nest I e Nest II. Na unidade de producao Sitio, estdo localizados os setores de
Reposicao, Gestacdo e Maternidade e em ambas as unidades Nest I e Nest II,
encontram-se 0s setores de creche, recria e terminagdo. Durante o periodo do
experimento, o plantel era composto por 4007 fémeas reprodutoras, com um total de

107.189 leitdes desmamados/ano.

No setor de gestacdo, ao término do periodo de aleitamento, as matrizes eram alojadas
em gaiolas individuais, para posteriormente serem submetidas a inseminacao artificial.
O periodo médio de descanso apds a desmama era de cinco dias, sendo as fémeas
inseminadas 24 horas ap6s a primeira detec¢do de cio, seguindo um protocolo de 24, 48
e 72 horas, quando ainda se observava manifestacao de cio pela fémea. A confirmacgao
da gestacdo era realizada entre 45 e 50 dias pds-inseminagdo, quando entdo, as fémeas
eram transferidas para baias coletivas onde permaneciam até o periodo pré-parto. Do
primeiro dia pds-desmame ao sexto dia pds-inseminacdo, as fémeas consumiam racdo
peletizada para gestantes ad [libitum. A partir do sétimo dia poOs-inseminacdo, o
fornecimento de racdo passava a ser controlado de acordo com o tempo de gestagdo,
sendo do 7° ao 74° dia, 2,0 a 2,5 kg de racao/dia; do 75° ao 89° dia, 3,0 kg de ragdo/dia;
e dos 90 aos 110 dias de gestacdo, 3,0 a 3,3 kg de racdo/dia. As matrizes eram
conduzidas ao setor de maternidade, em média, quatro a cinco dias antes da data

prevista para o parto. Apds desinfeccdo das salas da maternidade, era realizado vazio
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sanitario, por um periodo de dois dias. De 110 dias de gestacdo até¢ o dia do parto, as
fémeas recebiam, de forma controlada, ragdo farelada para lactantes, sendo que apds o

parto até a desmama, a ragdo passava a ser oferecida ad libitum.

A granja ndo utilizava protocolo de indu¢do de parto, entretanto, o tempo maximo de
gestacdo permitido para porcas multiparas era de 115 dias, quando entdo se realizava a
aplicacdo de prostaglandina F2o (Lutalyse™) para induzir o parto. Imediatamente apds o
nascimento, era realizada a limpeza e secagem dos leitdes, sendo, em seguida,
direcionados e estimulados a mamar o colostro. Nao eram utilizadas como medidas de
manejo o corte e a cura de umbigo e o corte de dentes. Apds um periodo minimo de 12
horas de colostragem, eram realizados o corte de cauda, o registro dos animais e a
homogeneizagdo de leitegada. O registro dos animais era realizado com tatuagem, que
continha os cédigos da linhagem do leitdo, da linhagem da mae e o dia do nascimento.
Os leitdes de baixo peso ao nascimento eram transferidos para maes de leite de primeira
ordem de parto e recebiam, durante os primeiros dias de vida, manejo diferenciado,

principalmente o estimulo constante para mamada.

Os leitdes eram desmamados em média aos 21 dias de idade, quando eram levados para
o setor de Creche nos Nests I ou II, onde passavam por uma nova homogeneizagdo de
lote. As baias tinham capacidade para 50 animais, sendo evitada a mistura de lotes nas
transferéncias para os setores subsequentes. O periodo de Creche era de 42 dias,
compreendendo animais do 21° até o 63° dia de vida. Durante esse periodo, os leitdes
recebiam ragdo peletizada triturada ad libitum, dividida em quatro tipos de acordo com a
idade: pré I, pré 11, Inicial I e Inicial II. A transferéncia para a Recria ocorria aos 63 dias
de idade, onde permaneciam por 42 dias. Na Recria, os animais recebiam a racao Recria
I, ad libitum, dos 65 aos 90 dias de idade, e racao Recria II, também ad libitum, dos 91
aos 105 dias, quando eram transferidos para o setor de terminagdo, onde permaneciam
até¢ serem vendidos como reprodutores ou para o abate. Nesse periodo, era fornecida
racdo para Terminacdo I dos 106 aos 120 dias, Terminag¢ado II, dos 121 aos 130 dias de

vida, e Final, dos 131 dias até o abate.

No setor de terminagdo, era realizada a selegdo dos machos reprodutores, nas linhagens
desenvolvidas para reproducdo, a partir dos 140 dias de vida. Eram avaliadas as
seguintes caracteristicas: peso corporal, sendo o peso minimo de 80 kg e o maximo de
150 kg, a conformagdao corporal, aprumos, conformacdo testicular, espessura de

toucinho, profundidade de lombo e classificacao do pernil (escore de 2 a 10).
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3. Amostragem dos animais e grupos experimentais

Para a execucao do presente trabalho, foram selecionados 48 leitdes machos, de
composicao racial Landrace, Large White e Puro sintético (Landrace, Large White e
Duroc), originadas de cruzamento entre fémeas da linhagem 1062 x machos AG1020 ou
1210. Os animais utilizados no experimento eram provenientes da linha fémea, ou seja,

filhos de porcas cujas fémeas sao destinadas a reprodugdo e os machos, ao abate.

Para garantir a superlotacdo uterina e a consequente ocorréncia do crescimento
intrauterino retardado, foram utilizadas fémeas entre a 4* e a 6* ordens de parigdo e
leitegadas compostas por 10 a 15 leitdes (Alvarenga et al., 2013). Em cada leitegada, foi
selecionado um par de leitdes que foram distribuidos uniformemente entre dois grupos
experimentais, de acordo com o peso ao nascimento, sendo um dos animais de alto peso
ao nascimento (Alto PN) — peso variando entre 1,800 a 2,150 kg, ¢ o outro animal, de

baixo peso ao nascimento (Baixo PN) — peso variando entre 0,750 a 1,100 kg.

Para estabelecer as faixas de peso que representariam cada grupo experimental, foram
pesados imediatamente ap6s o nascimento aproximadamente 1000 (mil) leitdes do
plantel, originados da mesma linhagem materna. Dessa forma, foram calculados a média
(n) e o desvio-padrdo (o) da varidvel peso ao nascimento. As faixas de peso de cada
grupo foram determinadas como sendo: p + ¢ a p + 26, para o grupo Alto PNep-2ca

U - o, para o grupo Baixo PN.

Com o objetivo de evitar possiveis efeitos do peso de leitegada sobre o desenvolvimento
fetal (Foxcroft, 2007), somente foram selecionados leitdes oriundos de leitegadas de
peso médio. Para definir o intervalo de confianga da média (95%) utilizado como
critério de selecdo das leitegadas, foi realizado um levantamento do peso médio de
leitegada obtido e registrado na granja durante o ano anterior. Dessa forma, foi definido

o intervalo para peso médio de leitegada, sendo este de 1,250 kg a 1,650 kg.

Ao término da selecdo dos animais, foram formados dois grupos, compostos por 24
animais cada: Alto peso ao nascimento e Baixo peso ao nascimento. Em cada grupo,
foram formados dois subgrupos, de acordo com a idade a castragdo: oito dias e oito

meses de i1dade.

As idades escolhidas para a castragdo foram determinadas com o objetivo de se avaliar
os testiculos dos animais nos periodos neonatal e pds-puberal. A definicdo exata das

idades foi baseada nas facilidades e limitacdes das instalagdes e manejo dos animais.
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Dessa forma, foram obtidos os seguintes grupos experimentais:

I — Animais de alto peso ao nascimento castrados aos oito dias de idade

IT — Animais de baixo peso ao nascimento castrados aos oito dias de idade
III — Animais alto peso ao nascimento castrados aos oito meses de idade

IV — Animais baixo peso ao nascimento castrados aos oito meses de idade

4. Manejo dos animais

Os procedimentos adotados no parto e posterior manejo dos leitdes foram os mesmos
utilizados na granja, descritos anteriormente. Imediatamente ap6s o nascimento e antes
da mamada do colostro, foi realizada a pesagem dos leitdes e obtidas as seguintes
medidas biométricas, por meio da utilizacdo de uma fita métrica: didmetro biparietal da
cabega, comprimento cabeca-cauda, circunferéncia toracica e circunferéncia abdominal.
A descri¢ao das aferigdes métricas e do posicionamento dos animais (similar aos oito

dias) se encontra no item 5.1.

Apoés a pesagem e avaliagdo biométrica, os leitdes eram identificados com um nimero
na regido dorsal, referente a ordem de nascimento. Apos 24 horas do nascimento, os
animais foram tatuados com a sequéncia utilizada pela granja, sendo acrescidos, a
direita da tatuagem, o numero trés, que indicava serem animais do experimento, € as
letras A ou B, que indicavam animais de alto ou baixo peso ao nascimento,
respectivamente. Adicionalmente a tatuagem, os animais receberam dois piques na
borda superior da orelha direita e foram brincados com brincos para leitdes, sendo
utilizada a cor branca para os animais de alto peso ao nascimento e a cor laranja para os
animais de baixo peso ao nascimento. A desmama, os leitdes foram brincados com
brincos de identificagdo para grandes animais, sendo utilizada a cor branca para os
animais de baixo peso ao nascimento € a cor verde, para os animais de alto peso ao

nascimento.

Durante os periodos de creche, recria e terminag@o, os animais permaneceram no fluxo
normal de producdo, sendo submetidos a rotina diaria da granja. Devido a
homogeneizacao de lotes realizada na desmama, os grupos de alto e baixo peso ao
nascimento permaneceram em baias separadas, com mesma densidade animal, até os
180 dias de idade. Nesse momento, os animais foram retirados do fluxo de produgdo da

granja ¢ transferidos para uma baia coletiva, com capacidade para 50 animais,
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previamente dividida ao meio por uma estrutura metalica removivel. Os grupos
experimentais foram mantidos separados, sendo cada grupo alocado em um lado da

baia. A alimentagdo dos animais, neste periodo, manteve-se inalterada.

5. Coleta das amostras
A coleta das amostras foi realizada aos oito dias e oito meses de idade. Todos os
procedimentos e avaliagdes realizados durante as coletas foram os mesmos para ambas

as idades, com a excecdo do procedimento cirurgico.

5.1. Parametros corporais externos

Foram realizadas a pesagem dos animais em balanca mecanica para suinos e a
mensuracao da biometria corporal - didmetro biparietal da cabega (DPC), comprimento
cabega-cauda (CCC), circunferéncia toracica (CT) e circunferéncia abdominal (CA) -

por meio da utilizagao de uma fita métrica.

Para as aferi¢des métricas aos oito dias de idade, os animais foram sustentados em
posicdo de estagdo e os membros traseiros ligeiramente tracionados caudalmente

(Figura 1). Aos oito meses, os animais foram mantidos em estagao.

As medidas biométricas DPC e CCC foram obtidas pela demarcagdo prévia de um
ponto central no cranio, equidistante entre as bases da orelha e entre um ponto na altura
dos olhos e a nuca. A partir da sobreposi¢ao da fita métrica ao ponto central do cranio, o
DPC foi determinado pela distancia compreendida entre as bases das orelhas (Figura
1A) e o CCC foi determinado pela distdncia compreendida entre o ponto central do
cranio ¢ a base da cauda (Figura 1B). A CT foi obtida pela sobreposicao da fita métrica
sobre uma linha imaginaria delimitada ao longo do contorno do térax, tangente a
cernelha e caudalmente ao tiber do olecrano (Figura 1C). Para a obtengdo da CA, a fita
métrica foi sobreposta a uma linha imaginaria delimitada ao longo do contorno do
abdomen, imediatamente cranial ao tiber coxal do ileo (Figura 1D). Todas as aferi¢cdes

métricas foram realizadas pelo mesmo avaliador.

5.2. Procedimento cirurgico

Para o procedimento cirurgico realizado aos oito dias e oito meses de idade, foi adotado
o método de orquiectomia aberta (Turner e Mcllwaith, 2002). Os animais
orquiectomizados aos oito dias de idade foram posicionados em um suporte para
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castragao de leitdes modelo vertical e receberam aplicagdo de anestesia local, com 0,3
mL de cloridrato de lidocaina a 2%, na linha de incisdo. Foi realizada uma incisao
longitudinal no escroto, e, em seguida, na tinica vaginal, para a exteriorizacdo e
exposicdo do testiculo. O corddo espermatico foi seccionado com o auxilio de uma
tesoura, a fim de causar o esgar¢amento do tecido e uma hemostasia local. Apos a
retirada do testiculo, foi aplicado spray repelente e cicatrizante na ferida cirargica. O
mesmo procedimento foi realizado para o testiculo contra-lateral. Os animais foram

acompanhados durante os primeiros dez dias apos a cirurgia.

Para os animas orquiectomizados aos oito meses de idade, foi realizada a anestesia geral
com cloridrato de xilazina a 2% e quetamina a 10%, na dose de 1,0 mg/kg e 5,0 mg/kg,
respectivamente, ambas por via endovenosa. Posteriormente, foi realizada a aplicagao
de anestesia local na linha de incisdo, com 20 mL de cloridrato de lidocaina a 2%.
Realizou-se incisdo longitudinal no escroto, e, em seguida na tinica vaginal, conforme
mencionado anteriormente. O corddo espermatico foi obliterado por uma ligadura com
fio categute cromado n° 4, e posteriormente seccionado caudalmente a ligadura, com o
auxilio de uma tesoura, com o objetivo de causar o esgar¢gamento do tecido ¢ hemostasia
local. Apos a remocgao do testiculo, foram aplicados, no interior do escroto, solugao de
gentamicina a 2% em solug¢do fisiologica 0,5% e poé larvicida (Tanidil®), e,
externamente, na area ao redor da incisdo, spray repelente e cicatrizante. O mesmo
procedimento foi realizado para o testiculo contra-lateral. Os animais foram
acompanhados durante os primeiros dez dias apds a cirurgia, quando foram realizadas
as aplicacdes de anti-parasitdrio (Ivermectina, Ivomec®), antiinflamatorio (Flunixin

meglumine, Flumegam®) e antiobiético (enrofloxacino, Kinetomax™).
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Figura 1. Fotografias indicando os locais de insergdo (cabegas-de-seta) onde

foram obtidas as
medidas da biometria corporal. (A) Didmetro biparietal da cabeca (DPC); (B) Comprimento cabega-
cauda (CCC); (C) Circunferéncia toracica (CT); (D) Circunferéncia abdominal (CA).



5.3. Biometria testicular

Os testiculos coletados foram identificados em direito e esquerdo, pesados em balanca de
precisao e mensurados, com o auxilio de um paquimetro (mm), para obtengao das medidas

morfométricas largura, altura e comprimento.

O volume testicular utilizado para comparacdo entre os dois grupos experimentais foi obtido

pela multiplicagdo entre as trés medidas — altura, largura e comprimento.

Para a obtengdao do indice gonadossomatico (IGS), parametro também utilizado para
comparagdo entre os dois grupos experimentais, foi calculada a razdo entre o peso médio dos
testiculos direito e esquerdo e o peso corporal, sendo o valor final obtido multiplicado por

100.

6. Processamento histolégico

Para as avaliagdes morfologicas e morfométricas, foram coletados fragmentos dos testiculos
de 1,0 a 2,0 mm de espessura (Figura 2), fixados por imersdo em soluc¢do de glutaraldeido a
5% em tampao fosfato a 0,05M e pH 7.3, por 24 horas. Apos esse periodo, as amostras foram
armazenados a 4°C em solugdo tampao fosfato a 0,05M e pH 7,3 até o momento da inclusdo.
Os fragmentos foram desidratados em série crescente de alcodis (70%, 80%, 90%, 95%,
100%) e infiltrados em resina plastica a base de glicol metacrilato (Historesin, Leica™), para

posterior inclusao.

ApoOs a polimerizagdo dos blocos, foram obtidos cortes histologicos de trés e cinco um de
espessura, que, apos terem sido distendidos em agua destilada, foram transferidos para
laminas histologicas e secos em chapa quente a 60°C. Os mesmos foram submetidos a técnica

de coloracao histoldgica com azul de toluidina-borato de so6dio (Chiarini-Garcia et al., 2011).
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Figura 2. Fotografias demonstrando o corte dos fragmentos de testiculo para o processamento histolégico.
(A) e (B) Testiculos de suinos ao oito dias de idade. (C), (D) e (E) Testiculos de suinos aos oito meses de idade.



7. Avaliacoes morfologicas e morfométricas

Para as analises morfométricas foram selecionados, aleatoriamente, sete animais em

cada grupo experimental.

7.1. Numero de células de Sertoli por seccao transversal de cordao/tibulo
seminifero

O numero de células de Sertoli por seccdo transversal de cordao/tibulo seminifero foi
determinado nos cortes histologicos de 5 pm de espessura, com aumento final de 400X
em microscopio Olympus BX-41. Foram analisadas cinco secc¢des transversais por
testiculo (direito e esquerdo), de contorno o mais circular possivel. Para os testiculos
coletados aos oito dias de idade, as seccgOes transversais foram selecionadas
aleatoriamente em varredura horizontal do tecido. Para os testiculos coletados aos oito
meses, foram analisados apenas tibulos seminiferos em estadio um, de contorno o mais

circular possivel.

7.2. Diametro dos corddes/tiibulos seminiferos

O diametro médio dos corddes/tubulos seminiferos foi determinado nos cortes
histolégicos de cinco um de espessura, utilizando-se uma régua graduada acoplada a
ocular de um microscopio Olympus BX-41, régua esta aferida com o auxilio de uma
lamina micrométrica de Leitz. Foi mensurado o didmetro de cinco sec¢des transversais
por testiculo (direito e esquerdo), de contorno o mais circular possivel, selecionadas
aleatoriamente por varredura horizontal do tecido. As mensuragdes foram realizadas em
aumento final de 400X para os testiculos coletados aos oito dias e 200X para os

testiculos coletados aos oito meses de idade.

7.3. Nimero de sec¢des transversais de cordao/tiibulo seminifero por area de tecido
Para a determinac¢ao do nimero de sec¢des transversais de corddao/tibulo seminifero por
area de testiculo, foram analisados 20 campos por animal, sendo dez campos por
testiculo (direito e esquerdo), selecionados aleatoriamente por varredura horizontal do
tecido. A contagem dos campos foi realizada em microscopio CX31, em aumento final
de 200X para os testiculos coletados em ambas as idades. Para a determinacao da area
correspondente a cada campo, foi mensurado o diametro do campo com o auxilio de

uma régua graduada acoplada a ocular do microscopio, e, posteriormente, a area foi
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calculada pela formula nR. A 4rea obtida correspondente a cada campo foi de 0,0314

2
mm .

7.4. Proporgdes volumétricas dos componentes do parénquima testicular

A andlise das propor¢gdes volumétricas (Vv%) dos diferentes componentes do
parénquima testicular foi realizada nos testiculos coletados aos oito dias de idade,
utilizando-se um reticulo com 21 linhas horizontais e 21 linhas verticais, totalizando
441 interseccdes (pontos), acoplado a ocular de um microscopio Olympus BX-41.
Foram analisados, em cada testiculo, cinco campos, selecionados aleatoriamente por
varredura horizontal do tecido, perfazendo-se um total de 4.410 pontos. Para a obtencao
das proporg¢des volumétricas, foram contados, em aumento final de 400X, os pontos
coincidentes com o0s componentes selecionados para avaliacdo. Os componentes
testiculares avaliados foram: corddes seminiferos, tinica propria, células de Sertoli,
gonocitos, mitoses e apoptoses nos corddes seminiferos, intersticio, células de Leydig,

tecido conjuntivo, vasos sanguineos, mitoses e apoptoses no intersticio.

Foram calculados os indices mitdticos e apoptdticos dos corddes seminiferos e do
intersticio a partir da razao entre o nimero total de pontos coincidentes com as figuras
de mitoses e apoptoses e o total de pontos coincidentes com os corddes seminiferos e

intersticio.

O numero final de campos contados por animal foi obtido a partir da contagem de 20
campos em um unico animal, sendo 10 por testiculo, e desse total de 20 campos foram
retirados trés grupos, de 10, 15 e 20 campos. Os grupos foram comparados quanto a
existéncia de diferencas estatisticas nas propor¢des volumétricas dos componentes
testiculares. Como ndo houve diferencas entre os grupos, o numero de 10 campos por

animal foi definido para esta analise morfométrica.

7.4.1. Proporcao volumétrica diferencial de gondcitos

Para a realizacdo desta analise morfométrica, foi realizada previamente a caracteriza¢ao
morfoldgica de diferentes estagios de diferenciagdo dos gondcitos, de acordo com a
observacdo das caracteristicas da cromatina, nucléolo e do nucleo dessas células.
Levando em consideragdo estas caracteristicas, os gondcitos puderam ser divididos em

quatro tipos diferentes (GI, GII, GIII e GIV).
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As proporg¢des volumétricas dos quatro diferentes tipos de gonocitos foram obtidas pela
analise de dez campos por testiculo (direito e esquerdo), selecionados aleatoriamente
por varredura horizontal do tecido. A analise foi realizada em aumento final de 1000X,
utilizando-se um reticulo com 441 intersec¢des (pontos), acoplado a ocular de um
microscopio Olympus BX-41, perfazendo-se um total de 8.820 pontos. Foram
registrados os pontos coincidentes com os diferentes tipos de gondcitos previamente

caracterizados (GI, GII, GIII e GIV).

7.5. Numero absoluto de células de Sertoli, Leydig e gonocitos total e diferencial

por testiculo

O ntimero absoluto, em milhdes, das células de Sertoli, Leydig e de gondcitos presentes
nos testiculos foi determinado nos animais de alto e baixo peso ao nascimento, aos oito
dias de idade. Para se determinar o nimero absoluto de cada tipo celular, foi realizada a

seguinte sequéncia de calculos dos parametros morfométricos:

a) Volume do parénquima testicular - Vy (um?)
b) Proporcao volumétrica dos tipos celulares/testiculo — Vv (%)
¢) Volume nuclear médio de cada tipo celular - Vn (p,m3)

d) Numero absoluto dos tipos celulares por testiculo - NC (10° - milhdes)

a. Volume do parénquima testicular - Vp (um3 )

Uma vez que nao foi retirada a tinica albuginea no momento da pesagem do testiculo, o
peso testicular (Pr) obtido corresponde ao peso do parénquima testicular acrescido do
peso da tinica albuginea. A fim de se calcular o volume do parénquima testicular, foi
subtraido do Pr, o valor referente ao peso da tunica albuginea (Sinha-Hikim et al.,

1988).
Pre=Pr.Ta
onde:
Pr.= Peso do parénquima testicular

Pt = Peso testicular
Ta=Peso da tinica albuginea
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Para a obtencao do valor percentual médio correspondente ao peso da tinica albuginea,
foram dissecadas e pesadas as tinicas albugineas de trés testiculos (um por animal) de
animais aos oito meses de idade, selecionados aleatoriamente durante a coleta. O valor
correspondente ao peso da tinica albuginea obtido foi de aproximadamente 10% do

peso testicular.

Peso da tunica albuginea (g) | Peso testicular (g) | % Tunica Albuginea

51,0 418,0 12,2

34,0 408,0 8,3

19,0 202,0 9,4
X 10,0

Para se obter o volume testicular, o peso do parénquima testicular obtido foi
multiplicado por 10'* pm’. De acordo com Sinha-Hikim et al. (1988), a densidade do
testiculo ¢ muito proxima a lg/mL (1,03 a 1,04), dessa forma para cada grama de
testiculo tem-se o volume correspondente a 10'> pm’. Sendo empregada a formula a

seguir:
Vir=Prc X 10" um3

onde:
Pr.=Peso do parénquima testicular
Vr = Volume testicular

b. Proporcao volumétrica do nucleo das células de Sertoli, Leydig e gonocitos - Vv,

(%)

As proporgdes volumétricas dos nucleos das células de Sertoli, Leydig e gondcitos
foram obtidas a partir da analise morfométrica descrita no item 7.4. Para a obtengao das
proporcdes volumétricas dos nucleos dos diferentes tipos de gonodcitos, fui utilizada a

analise descrita no item 7.4.1.

A partir do percentual ocupado pelos nucleos das células de Sertoli, Leydig e gonocitos
no testiculo e do volume testicular, foi estimado o volume total dessas células, conforme

a formula:
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Vte=Vr1.Vv,
100
onde:
Vt. = volume celular (um®)
V1 = volume do parénquima testicular (um?)
Vv, = propor¢ao volumétrica dos nucleos por testiculo (%)

¢. Volume nuclear médio das células de Sertoli, Levdig e gondcitos - Vn (um®)

Para se calcular o volume nuclear médio das células de Sertoli, Leydig e gondcitos, foi
obtido o didmetro nuclear médio dessas células. Assim, foram mensurados os didmetros
de 10 nucleos por animal, cinco por testiculo, selecionados em diferentes corddes
seminiferos, sendo essas medidas representadas pela média entre os didmetros maior e
menor do nucleo. A medi¢ao do diametro nuclear das células de Sertoli e Leydig foi
realizada em imagens digitais obtidas em aumento final de 200X, utilizando camera
fotografica digital Q-Color 3 da Olympus acoplada ao microscépio BX-51. As imagens
foram analisadas através do software Image Pro-Express. O didmetro nuclear dos
diferentes tipos de gondcitos foi mensurado, em aumento final de 1000X, utilizando-se
uma régua graduada acoplada a ocular de um microscépio Olympus CX-31. Para o
calculo do didmetro nuclear médio dos gonocitos totais, as células foram selecionadas
aleatoriamente, independente do tipo, por varredura horizontal do tecido. Sendo

empregada a formula a seguir:

Vn= 4aR’,
3

onde:
Vn = volume nuclear (um®)
n=3,1416
R = raio nuclear (didmetro nuclear dividido por 2)

d. Numero absoluto das células de Sertoli, Leydig e gonocitos por testiculo — NC

(10%

Para a obtengdo do nimero absoluto das células de Sertoli, Leydig e gondcitos
por testiculo, o volume total ocupado pelos nucleos, de cada tipo celular, foi dividido
pelo volume nuclear, sendo o numero obtido expresso em milhdes (x10°). Sendo

empregada a férmula a seguir:
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NC=Vt,
Vn
onde:
NC = ntimero de células presente no testiculo (milhdes)
Vt, = volume total ocupado pelos nucleos das células no testiculo (um?)
Vn = volume nuclear da célula (um?)

O numero de células por grama de testiculo foi obtido a partir da razdo entre o valor

obtido em milhdes para cada tipo celular e o peso médio testicular.

7.6. Eficiéncia do processo espermatogénico

A andlise da eficiéncia do processo espermatogénico foi realizada nos testiculos
coletados aos oito meses de idade, por meio da contagem das células espermatogénicas
do epitélio seminifero e do célculo das razdes entre os numeros corrigidos dessas

células e entre estas e as células de Sertoli.

A contagem destes tipos celulares foi realizada em 10 secc¢des transversais de tibulo
seminifero (cinco por testiculo) de contorno o mais circular possivel, contendo o estadio
1 do ciclo do epitélio seminifero, estadio este classificado de acordo com o método da
morfologia tubular (Swiestra, 1968; Franca e Cardoso, 1998). A escolha do estadio 1 do
ciclo do epitélio seminifero foi determinada pela presenca, neste estadio, das células
germinativas necessarias para o calculo da eficiéncia do processo espermatogénico,
sendo elas: espermatogonia do tipo A, espermatdcito primario em preleptoteno,
espermatocito primario em paquiteno e espermatides arredondadas. Também foram
contados os nucléolos das células de Sertoli. As seguintes razdes baseadas nas

contagens celulares foram obtidas:

e Espermatocito em preleptoteno / Espermatogdnia do tipo A (coeficiente de

eficiéncia de mitose espermatogonial)

e Espermatide arredondada / Espermatogoénia do tipo A (rendimento geral da

espermatogénese)

e Espermatocito primario em preleptoteno / Espermatocito primario em paquiteno

(indice apoptotico)

e Espermatide arredondada / Espermatécito primdrio em paquiteno (indice

meiotico)
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e Espermatide arredondada / nucléolo da célula de Sertoli (eficiéncia da célula de

Sertoli)

A populagdo celular obtida por sec¢ado transversal de tabulo seminifero em estadio 1 foi
corrigida pela espessura do corte histologico (3 um) e pelo diametro nuclear, utilizando-

se a formula de Abercrombie (1946), modificada por Amann e Almquist (1962):

Espessura do corte

Espessura do corte + DM\’ -/ DM\ *
2 4

Devido a forma irregular do nucleo da célula de Sertoli, os nucléolos foram utilizados

Numero corrigido = contagem obtida x

para a obten¢do dos numeros corrigidos desse tipo celular por sec¢do transversal de

tabulo seminifero.

O diametro nuclear médio (DM), para cada tipo celular estudado, foi obtido pela média
das medidas do didmetro de 10 ntcleos por animal, sendo cinco por testiculo. Devido a
sua forma irregular, o didmetro do nucleo das espermatogdnias foi calculado pela média
entre os didmetros maior e menor. A mensuracao do didmetro nuclear foi realizada, em
aumento final de 1000X, utilizando-se uma régua graduada acoplada a ocular de um

microscopio Olympus CX-31.

8. Numero de espermatides testiculares

Para a contagem das espermatides testiculares, foi utilizada a técnica de sonicagdo,
adaptada de Drumond, 2011, com o objetivo de promover a destruicdo das células
presentes na amostra, com excecdo das espermatides alongadas e espermatozoides,

células conhecidamente resistentes a esse processo.

Para a realizacdo da técnica, fragmentos dos testiculos (direito e esquerdo) sem a tunica
albuginea, coletados aos oito meses de idade, foram congelados a -20° C.
Posteriormente ao descongelamento do tecido, foram obtidos fragmentos de
aproximadamente 0,10 a 0,20 gramas que, apds serem pesados, foram transferidos para
microtubos de congelamento (Eppendorfs®) contendo 1,0 mL de agua destilada. Os

tecidos foram submetidos & sonicacdo por exatamente um minuto, em 60Hz de
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amplitude. Para evitar o aquecimento e possivel perda de espermatides, as amostras
foram mantidas imersas em gelo durante todo o procedimento, principalmente durante o
processo de sonicagdo. Da solucdo obtida (tecido testicular homogeneizado em agua
destilada), 10 pL foram aliquotados e transferidos para um hematocitdmetro (camara de
Neubauer), permanecendo em descanso por 10 minutos para permitir a sedimentacao
dos debris celulares. As amostras foram analisadas em duplicata, utilizando-se os dois
lados do hematocitdmetro, em aumento de 400X, em microscopio de contraste de fase

Olympus BX-41.

O nimero de espermatides testiculares foi calculado a partir da seguinte formula:

M x (N/D) x 10* x (Vol. Hom. + (0,001 x PT/1,05)
onde:
M = média dos valores contados nos dois lados do hematocitometro
N = ntmero de quadrados disponiveis para contagem na area analisada do
hematocitometro
D = ntimero de quadrados contados na area analisada do hematocitometro
Vol. Hom. = volume em que o tecido foi homogeneizado

PT = peso do fragmento testicular

O numero de espermatides obtido foi corrigido para o peso total do testiculo pela
utilizacdo de uma regra de trés simples. O procedimento foi realizado separadamente
para cada testiculo, sendo o resultado final obtido pela média do numero de

espermatides dos testiculos direito e esquerdo.

9. Imuno-histoquimica

A técnica de imuno-histoquimica foi realizada para a avaliacao do indice de proliferacao
das células somaticas e germinativas testiculares pela imunomarcagdo para a proteina
MCMY7. Para o procedimento imuno-histoquimico, fragmentos de um a dois mm de
espessura dos testiculos coletados foram fixados por 24 horas em solugdo de
paraformaldeido a 4% em tampao fosfato a 0,05M e pH 7.3, e, apés esse periodo,
armazenados a 4°C na mesma solugdo tampao fosfato até o momento da inclusdo. Os
fragmentos foram desidratados em série crescente de alcodis (70%, 80%, 95% e 100%),
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diafanizados em xilol e incluidos em parafina, para, posteriormente, serem obtidos
cortes histologicos de 4um de espessura. Apds a distensdo em agua, os cortes foram

transferidos para laminas silanizadas e secos em estufa a 37°C, por 16 a 18 horas.

No protocolo imuno-histoquimico, os cortes histologicos foram submetidos a
desparafinizagdo em xilol, seguida pela hidratacdo em série decrescente de alcodis
(100%, 90%, 80%). Posteriormente, foi realizada a recuperagdo antigénica em calor
umido (98° C), a partir da imersdo dos cortes histologicos em solucdo tampao citrato pH
6,0, durante 30 minutos. Apds o arrefecimento por 30 minutos, as 1aminas foram secas e
os cortes circundados com barreira hidrofobica (Pap Pen), com o objetivo de minimizar
a quantidade de solugdo de anticorpos utilizada. Posteriormente, foi realizado o
bloqueio das reagdes inespecificas, em camara umida por uma hora, com solu¢dao de
BSA (bovine serum albumin) 30% a 0,3% em PBS (phosphate buffered solution),
seguido por incubacdo overnight (16 a 18 horas) a 4° C com o anticorpo primario
biotinilado (anticorpo anti-MCM?7, monoclonal anti-IgG de camundongo, clone
47DC141, Abcam®), na diluicio 1:800. O bloqueio da peroxidase endogena foi
realizado a partir da imersdo das laminas em solu¢do de peroxido de hidrogénio 30% a
3% em PBS, por 30 minutos. A incubagdo com o anticorpo secunddrio anti-
camundongo biotinilado (Kit Vector Laboratories®) (dilui¢do 1:500), por 30 minutos em
temperatura ambiente, foi seguida pela incubacdo com o complexo avidina-
estreptavidina-peroxidase (Kit Vector Laboratories®) por 30 minutos, também em
temperatura ambiente. A revelagdo da imunomarcagdo foi realizada pelo cromogeno
DAB (DAB substrate kit, Vector Laboratories®) por 2 minutos. Apés esta incubagdo,
realizou-se uma lavagem em agua corrente durante 10 minutos, procedendo-se com a
contra-coloragdo nuclear com hematoxilina de Harris (uma passagem) e novamente as
laminas foram lavadas em agua corrente por 10 minutos. Posteriormente, foi realizada a
desidratacdo dos cortes histologicos em série crescente de alcodis (80%, 90% e 100%),

e duas passagens em xilol, seguida da montagem das laminas.

Os controles negativos foram obtidos pela substituicdo do anticorpo primario por PBS, e
como controles positivos foram utilizadas amostras de testiculos de ratos adultos

previamente testadas.

O indice de proliferacdo celular foi calculado pela razdo entre o nimero de células com
marcagdo nuclear positiva e o nimero total de células contadas (positivas + negativas).

A analise do indice de proliferacdo celular foi realizada nos testiculos coletados aos oito
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dias de idade para as células de Sertoli, Leydig e germinativas. Foram analisados seis
campos por animal, trés por testiculo, selecionados aleatoriamente por varredura
horizontal do tecido, com um total de aproximadamente 1000 células contadas, em
aumento final de 400X. Nos testiculos coletados aos oito meses de idade, o indice de
proliferagdao celular foi avaliado para as células de Leydig e germinativas. Devido a
dificuldade de diferenciacao entre os nucleos positivos dos espermatocitos primarios em
preleptoteno e as espermatogonias B, a avaliacdo do indice de proliferagdo aos oito
meses foi realizada em todas as células situadas proximas a membrana basal dos tibulos
seminiferos. Esta andlise ndo foi realizada para as células de Sertoli devido a cessagao
da atividade mitdtica destas apos a puberdade. Para a determinacdo do indice de
proliferacao das células de Leydig, foram analisados 10 campos por animal, cinco por
testiculo, selecionados aleatoriamente por varredura horizontal do tecido, com um total
de aproximadamente 1000 células contadas, em aumento final de 400X. Para o indice
de proliferacdo das células germinativas, foram analisadas 30 seccdes transversais de

tubulos seminiferos por animal, sendo 15 por testiculo.

10. Analise estatistica

O delineamento experimental em blocos ao acaso foi utilizado para as variaveis peso
corporal, biometria corporal, peso e volume testiculares, IGS e nimero de espermatides
testiculares, sendo a matriz o bloco. Para a caracteristica peso ao nascimento foram
utilizados dois tratamentos, sendo cada tratamento composto por 24 repeticdes. Para as
demais variaveis, cada tratamento (alto e baixo peso ao nascimento) foi composto por

12 repetigdes.

Para as wvaridveis avaliadas nas analises histomorfométricas, o delineamento
experimental utilizado foi o inteiramente ao acaso, sendo utilizados dois tratamentos

(alto e baixo peso ao nascimento), compostos por sete repeticdes cada.

As variaveis avaliadas em ambas as idades, oito dias e oito meses, diametro do cordao/
tubulo seminifero, nimero de células de Sertoli/ secc¢do transversal de corddao ou tibulo
seminifero, nimero de corddes/ tibulos seminiferos por area de testiculo e indice de
proliferagdo das células de Leydig foram analisadas no delineamento experimental
inteiramente ao acaso em arranjo fatorial 2 x 2. Quando ndo foi observada diferenca
significativa na interagdo idade versus peso ao nascimento, os dados foram analisados
separadamente para cada idade.
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Todas as varidveis avaliadas foram submetidas ao teste Shapiro-Wilk para verificar a
distribuicdo de normalidade dos dados. As variaveis que respeitaram o principio de
normalidade foram submetidas a analise de variancia (ANOVA) e¢ as médias dos
resultados comparadas pelo teste de Fisher (entre os tratamentos). Quando da violagdo
desse pressuposto, as médias foram transformadas pela formula Log (Y). Algumas
variaveis, apesar de serem quantitativas, violaram esse principio mesmo apoOs a
transformagdo dos dados, sendo dessa forma a comparacdo entre as médias realizada

pelo teste ndo paramétrico de Mann Whitney.

Analises das correlagdes foram realizadas entre as variaveis peso ao nascimento, peso €

volume testiculares, peso corporal e o nimero de células de Sertoli por testiculo.

Os dados foram analisados pelo programa SISVAR versdo 5.0 e as correlagdes
realizadas pelo programa SAS (Statistical Analysis System Institue Inc, Cary, NC,
2003), com nivel de probabilidade p<0,05.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

1. Biometria corporal

Os valores médios de peso corporal e medidas biométricas de ambos os grupos
experimentais, obtidos ao nascimento, aos oito dias e aos oito meses de idade estdo
apresentados na Tabela 1. O peso ao nascimento, utilizado como critério de selecao dos
grupos experimentais, foi adicionado na Tabela 1 para permitir uma avaliacdo da

evolucdo das diferencas existentes entre os grupos no que se refere ao peso corporal.

Tabela 1. Peso e morfometria corporais ao nascimento, aos oito
dias e aos oito meses de idade em leitdes de alto e baixo peso ao

nascimento
Alto PN Baixo PN
Nascimento
PC (kg) 1,87 + 0,11a* 1,03 + 0,14b
DPC (cm) 4,86 + 0,31 a’ 434 £ 031b
CA (cm) 22,58 + 1,18 a* 17,82 + 1,31b
CCC (cm) 2726 + 1,11 a* 22,62 + 1,29b
CT (cm) 26,98 + 0,85 a* 22,06 = 1,14b
8 dias
PC (kg) 3,63 + 0,68 a’ 234 + 039b
DPC (cm) 592 + 0,36 a* 513 + 0,53 b
CA (cm) 29,04 £ 2,40 a* 25,75 £1,96 b
CCC (cm) 32,25 + 3,69 a° 28,00 = 1,76 b
CT (cm) 33,79 + 3,47 a’ 30,00 = 1,68 b
8 meses
PC (kg) 176,15 + 13,69 a* 157,77 + 17,05 b
DPC (cm) 14,96 + 0,85 a* 13,82 = 1,08b
CA (cm) 132,36 + 6,41 a 127,18 + 6,66 a
CCC (cm) 135,12 + 5,79 a' 128,09 + 5,45b
CT (cm) 127,55 + 4,85 a’ 119,80 = 7,30 b

Valores expressos como média + desvio-padrdo. PC: peso corporal; DPC:
Diametro biparietal da cabega; CA: circunferéncia abdominal; CCC:
comprimento cabeca-cauda; CT: circunferéncia toracica. Letras distintas na
linha diferem pelo teste de Fisher. Alto PN vs. baixo PN: 1p<0,05, 2p<0,01,
3p<0,005, *p<0,001. Para cada grupo nas diferentes idades, n = 12.
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Ao nascimento, foram observadas diferengas estatisticas (p<0,001) para as medidas
biométricas, demonstrando haver uma grande diferengca no tamanho dos animais
integrantes de uma mesma leitegada. Esta diferenca era esperada, considerando ter sido
utilizado o peso ao nascimento como critério de selecdo dos animais. A presenca de
leitdes pequenos ao nascimento caracterizados por baixo peso corporal (Wang et al.,
2010; Alvarenga et al., 2013) e medidas biométricas reduzidas (Poore e Fowden, 2003;
Da Silva-Buttkus et al., 2003; Poore e Fowden, 2004) também foi demonstrada

previamente por outros autores.

As grandes diferencas observadas ao nascimento, em relacdo ao peso corporal e
biometria de leitdes, ainda se mantiveram aos oito dias de idade nos animais do presente
trabalho (Tabela 1), tal como observado previamente por Wang et al. (2010). Conforme
exposto no Anexo I, os animais do grupo Alto PN apresentaram ganho de peso médio
diario (GPMD) significativamente maior do que o grupo Baixo PN, durante a primeira
semana neonatal. De acordo com alguns autores, o menor ganho de peso do grupo
Baixo PN pode ser explicado pelo comprometido desenvolvimento do epitélio intestinal
observado nestes animais (Wang et al., 2005; Alvarenga et al., 2013). Wang et al.
(2010) demonstraram que leitdes de baixo peso apresentam, tanto ao nascimento quanto
aos sete dias de vida, menor peso e comprimento do jejuno, assim como menor altura
das vilosidades jejunais quando comparados a leitdes que nasceram com peso normal.
Além disso, estes autores também observaram que diversas proteinas associadas a
digestao, absor¢do e ao metabolismo de nutrientes, como glicose, lipideos, aminoacidos,

vitaminas e minerais, se encontravam drasticamente reduzidas nesses animais.

Aos oito meses de idade, as diferengas existentes entre os dois grupos experimentais
podem ainda ser observadas para todas as caracteristicas avaliadas (p<0,05), com
excegdo da circunferéncia abdominal. Apesar de ainda presente, as diferencas
estatisticas observadas entre os animais de alto e baixo peso ao nascimento parecem

reduzir no periodo pos-pubere.

Atualmente, ainda que os conhecimentos sobre os efeitos deletérios do crescimento
intrauterino retardado (CIUR) em suinos estejam avancando, faltam estudos na
literatura que abordem seus reflexos em machos inteiros sexualmente maduros. As
pesquisas desenvolvidas até o momento enfocam, principalmente, animais destinados ao
abate em decorréncia das alteragdes observadas no peso final e na carne de animais

acometidos pelo CIUR (Rehfeldt e Kuhn, 2006; Bérard et al., 2008; Alvarenga et al.,
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2013). Alvarenga et al. (2013) observaram que leitdes de baixo peso ao nascer
castrados, quando comparados a leitdes pesados, apresentam menor peso corporal
durante todo o periodo de crescimento até os 150 dias de idade. Em estudos realizados
por Poore e Fowden (2003 e 2004), utilizando leitdes machos inteiros classificados em
baixo e alto peso ao nascimento, foi demonstrado que as diferengas observadas entre os
dois grupos, no que se refere ao peso corporal e medidas biométricas, foram perdidas
aos trés e 12 meses de idade. Entretanto, ¢ importante ressaltar que neste estudo, as
faixas de peso utilizadas para a classificacdo dos grupos foram muito proximas entre si
(alto peso > 1,53 kg e baixo peso < 1,48 kg). Além disto, foram utilizados apenas quatro
animais para cada grupo experimental, sendo estes animais selecionados ao acaso entre
diferentes leitegadas. Estes trés critérios de selecao reduzem as diferencas entre os
grupos experimentais. No presente estudo, ao contrario, além de ter sido utilizado um
grande intervalo entre as faixas de peso de cada grupo, os leitdes de baixo peso foram
selecionados em pares com leitdes de alto peso dentro da mesma leitegada, com o

objetivo de limitar os efeitos maternos sobre o desenvolvimento destes animais.

Um importante fator que deve ser considerado na redugdo das diferengas aos oito meses
¢ a transferéncia dos grupos, aos 180 dias de idade, para baias de igual tamanho,
mantendo a mesma densidade (cabega/area). Entretanto, em decorréncia do menor peso
dos animais do grupo Baixo PN aos 180 dias (Anexo II), a densidade kg/area foi menor
neste grupo, o que provavelmente levou estes animais a terem um maior acesso ao
cocho, com menos competi¢dao por alimento, e consequentemente, elevando o ganho de

peso diario a partir deste periodo.

Os achados relacionados a circunferéncia abdominal aos oito meses podem ser
explicados pela maior deposi¢do de gordura observada nos animais mais leves ao
nascimento. Poore e Fowden, 2004 encontraram uma correlagdo positiva entre a
circunferéncia abdominal e a espessura de toucinho em machos inteiros aos 12 meses de
idade. Segundo estes autores, estes achados corroboram com trabalhos em humanos que
sugerem que o aumento do acimulo de gordura abdominal esteja relacionado a um

comprometido crescimento fetal (Law et al., 1992).

2. Biometria testicular
Os valores médios referentes aos pesos corporal e testicular, indice gonadossomatico

(IGS) e volume testicular estdo apresentados na Tabela 2. O peso médio corporal de
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cada grupo experimental foi novamente apresentado, pois ¢ utilizado como

denominador na razao Peso testicular/Peso corporal, realizada para o célculo do IGS.

Tabela 2. Peso corporal, peso e volume testiculares e indice gonadossomatico aos 8 dias e 8§ meses de
idade em leitdes de baixo e alto peso ao nascimento

8 dias 8 meses
Alto PN Baixo PN Alto PN Baixo PN
PC (kg) 3,63 + 0,68 2,34 + 0,39 176 + 14 158 + 17
PT (g) 2,43 + 0,76 a° 1,36 + 0,63 b 415 + 78 a' 358 + 60 b
IGS 0,07 + 0,02a' 0,06 + 0,02 b 024 + 0,052 023 + 0,042
VT (cm’) 3,94 £1,33a’ 2,28 £ 1,17b 682 + 161 a' 581 + 101 b

Valores expressos como média + desvio-padrdo. Os dados sdo apresentados como a média entre os testiculos direito e
esquerdo. Alto PN: alto peso ao nascimento; Baixo PN: baixo peso ao nascimento. PC: peso corporal; PT: peso testicular;
IGS: indice gonadossomatico (peso testicular/peso corporal x 100); VT: volume testicular. Letras distintas na linha diferem
pelo teste de Fisher. Alto PN vs. baixo PN: 1p<0,05; 2p<0,005; 3p<0,001. Para cada grupo nas diferentes idades, n=12.

O peso e o volume testicular foram estatisticamente diferentes entre os animais de alto e
baixo peso em ambas as idades avaliadas (p<0,05). E interessante observar que o IGS
obtido aos oito dias de idade diferiu entre os dois grupos experimentais, indicando uma
auséncia de propor¢ao entre o peso do testiculo € o peso corporal nos animais de baixo
peso ao nascimento. No entanto, aos oito meses de idade, o IGS nao apresentou
diferengas entre os grupos, sugerindo uma proporcionalidade entre o menor peso do

testiculo e o menor peso corporal observados no grupo Baixo PN.

Foram observadas correlagdes altamente significativas, aos oito dias de idade, entre o
peso corporal e o peso e volume testiculares (r = 0,72 para ambas), e entre estes dois
ultimos parametros (r = 0,98) (p<0,0001). Aos oito meses, ainda foi encontrada

correlacdo altamente significativa entre o peso e o volume testicular (r = 0,96) (p<0,01).

E importante salientar a relevancia estatistica do efeito materno para determinadas
caracteristicas reprodutivas. Neste trabalho, o efeito materno utilizado como bloco no
delineamento experimental foi significativo para as caracteristicas peso e volume

testiculares aos oito dias e para o IGS em ambas as idades (p<0,05).

A primeira evidéncia da ocorréncia de efeitos deletérios do CIUR sobre o
desenvolvimento testicular de suinos, no periodo neonatal, foi apresentada por Almeida
et al. (2009). Estes autores demonstraram que leitdes de baixo peso ao nascimento (0,8 a

1,2 kg) apresentam menor peso corporal e testiculos mais leves aos sete dias de idade
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em comparagdo aos animais de peso mais elevado (1,8 a 2,2 kg). Assim como
observado no presente estudo, foi demonstrado também que os animais de baixo peso
apresentam o IGS estatisticamente menor, indicando um crescimento desproporcional
dos testiculos em relag¢do ao corpo. Alvarenga et al. (2013) também demonstraram que,
ao nascimento, o baixo peso estd diretamente relacionado a um menor peso testicular

médio, entretanto nenhuma outra caracteristica reprodutiva foi avaliada neste trabalho.

Achados semelhantes também foram demonstrados na espécie ovina por Da Silva et al.
(2001). Segundo estes autores, carneiros acometidos pelo CIUR apresentam o pico de
crescimento testicular na mesma idade que animais com desenvolvimento normal,
contudo, no primeiro grupo, o volume testicular méaximo alcangado foi

significativamente menor que no segundo.

No presente estudo, a diferenga significativa observada no IGS aos oito dias ¢
provavelmente em decorréncia da maior taxa de crescimento (parametro referente a
quantas vezes o individuo cresceu em relacao a seu peso inicial) dos animais de baixo
peso ao nascimento (Anexo I). Como pode ser observado no Anexo I, os animais Baixo
PN apresentaram uma taxa de crescimento estatisticamente maior que o grupo Alto PN,
sendo 2,27 e 1,94, respectivamente. Considerando que, até aproximadamente 30 dias
poOs-nascimento, o desenvolvimento testicular ¢ minimo (Franga, 1987; Avelar et al.,
2010), uma mesma taxa de crescimento testicular ¢ esperada entre os grupos durante a
primeira semana neonatal. Dessa forma, sugere-se que a propor¢do entre o peso dos
testiculos e o peso corporal nos animais Baixo PN tenha sido perdida aos oitos dias
devido a maior taxa de crescimento destes em relagao aos animais Alto PN durante este

periodo, o que levou a uma reducao da razao peso testicular/peso corporal.

Esta maior taxa de crescimento observada nos animais de baixo peso ao nascimento €,
provavelmente, consequéncia do manejo de aleitamento diferenciado fornecido a estes
animais durante a primeira semana neonatal. No entanto, ¢ importante ressaltar que uma
maior taxa de crescimento ndo significa um melhor desempenho, representado pelo peso
corporal e ganho de peso diario, durante esta ¢ as demais fases da vida ou uma reversao
dos efeitos do CIUR. Conforme demonstrado nos Anexos I e II, o grupo Baixo PN
apresentou menor ganho de peso didrio do nascimento aos 180 dias de idade, quando

comparado ao grupo Alto PN.

O aumento do IGS nos animais de baixo peso observado aos oito meses de idade indica

que, em algum momento da fase pré-pubere, o menor IGS observado nos animais de
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baixo peso aos oito dias foi compensado, provavelmente devido a um acentuado
crescimento testicular em relacao ao corporal (Godinho e Cardoso, 1979; Franga, 1987;

Avelar et al., 2010).

Estudos envolvendo diferentes ragas tém demonstrado que o peso e o volume
testiculares sdo caracteristicas altamente correlacionadas a produ¢do espermatica no
animal pds-pubere (Toele et al., 1984; Borg et al., 1993; Wilson et al., 1999; Ren et al.,
2009). Estes dados sugerem que, no presente estudo, o reduzido peso testicular médio
observado nos animais de baixo peso aos oito meses de idade esteja relacionado a uma

menor produgdo espermatica em comparagao aos animais de alto peso.

3. Avaliag¢des morfologicas e morfométricas

3.1. Numero de células de Sertoli por seccio transversal de cordao/tubulo

seminifero

Nao foram observadas diferencas significativas entre os grupos experimentais no
numero de células de Sertoli por seccdo transversal de corddo e de tiubulo seminifero em

estadio 1 do ciclo do epitélio seminifero (Figura 3).
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Figura 3. Numero de células de Sertoli por secgdo transversal de cordao ou tibulo seminifero (estadio 1),
nas idades de oito dias e oito meses, respectivamente, entre os grupos de alto (Alto PN) e baixo (Baixo
PN) pesos ao nascimento. Os dados s3o apresentados como a média dos testiculos direito e esquerdo.
Valores expressos como a média + desvio-padrao. Letras distintas para cada idade indicam diferenga
estatistica pelo teste de Fisher (p<0,05). Para cada grupo nas diferentes idades, n = 7.
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Dados da literatura relacionados as alteracdes do niimero de células de Sertoli por
seccdo transversal de corddo/tubulo seminifero em decorréncia a injurias sofridas

durante o periodo pré-natal sdo escassos e aqueles existentes sdo controversos.

Ao contrario do observado no presente estudo, Almeida et al. (2009) demonstraram que
leitdes leves ao nascimento (0,800 a 1,200 kg), quando comparados aos animais de peso
mais elevado (1,8 a 2,2 kg), também ao nascimento, apresentaram menor numero de
células de Sertoli, assim como menor numero de células germinativas por sec¢ao
transversal de cordao seminifero aos sete dias de idade. As diferencas nos resultados
encontrados em ambos os estudos podem estar relacionadas a utilizagdo de animais de
genéticas diferentes, que envolvem distintos cruzamentos entre ragas. Até o presente

momento, a sensibilidade das diferentes linhagens a insultos pré-natais nao foi descrita.

Em um estudo realizado com ratos adultos com o objetivo de investigar os efeitos
tardios da deficiéncia nutricional durante a vida fetal, observou-se um menor nimero de
células de Sertoli por seccao transversal de tubulo seminifero nos animais submetidos a
restricdo proteica in utero (Toledo et al., 2011). Em estudo semelhante, outros autores

(Melo et al., 2013) ndo detectaram alteragdo nesse parametro.

Apesar de algumas evidéncias da redugdo do nimero de células de Sertoli por sec¢ao
transversal de cordao/tibulo seminifero, ¢ importante ressaltar que a auséncia de
diferengas nesta caracteristica ndo significa que o ntmero total destas células no
testiculo seja semelhante entre os grupos. Segundo Franca et al. (2000) existe uma
correlagdo significativa entre o numero absoluto de células de Sertoli no testiculo e o
comprimento total dos corddes/tubulos seminiferos, sendo o alongamento destes durante
a fase pré-puberal dependente da atividade mitdtica das células de Sertoli. Isto significa
que, no presente estudo, apesar da auséncia de diferenca estatistica entre os grupos
experimentais no numero destas células por seccdo transversal de cordao/tubulo
seminifero, poderiam ser observadas diferencas significativas no numero total de células
de Sertoli por testiculo se o comprimento dos corddes/tibulos seminiferos também

diferir entre os grupos.

3.2. Didmetro dos cordoes/tubulos seminiferos

Em correspondéncia a auséncia de diferengas no numero de células de Sertoli por

secc¢ao transversal de cordao/tibulo seminifero, o diametro dos corddes seminiferos aos
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oito dias e dos tubulos seminiferos aos oito meses de idade também foi semelhante entre

0s grupos experimentais, conforme demonstrado pela Figura 4.
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Figura 4. Diametro dos corddes/tibulos seminiferos, nas idades de oito dias e oito meses,
respectivamente, entre os grupos de alto (Alto PN) e baixo (Baixo PN) peso ao nascimento. Os dados sdo
apresentados como a média dos testiculos direito e esquerdo. Letras distintas para cada idade indicam
diferenca estatistica pelo teste de Fisher (p<0,05). Para cada grupo nas diferentes idades, n=7.

A auséncia de diferengas significativas no didmetro dos corddes seminiferos aos oito
dias de idade se deve, principalmente, a auséncia de diferengas no niimero de células de

Sertoli por seccao transversal de cordao seminifero, descrita anteriormente (item 3.1).

Como demonstrado por alguns autores, o didmetro dos corddes/tubulos seminiferos
depende do tamanho do limen tubular e do numero total de células por secgdo
transversal de cordao/tibulo seminifero (Godinho e Cardoso, 1979; Franga et al., 2000;
Avelar et al., 2010). Dessa forma, aos oito dias de idade, devido a auséncia do limen
tubular e da posicao centralizada dos gonocitos, o diametro dos corddes seminiferos ¢
influenciado principalmente pelo numero de células de Sertoli por sec¢do transversal.
Além disso, esta semelhanga também pode ser explicada pelo fato dos corddes
seminiferos crescerem principalmente em comprimento ¢ ndo em didmetro, durante o

periodo perinatal (Van Straaten e Wesing, 1977).

Em contraste ao observado aos oito dias, aos oito meses de idade, o didmetro dos
tubulos seminiferos pode ser um indicador da eficiéncia da espermatogénese ¢ das
funcdes das células de Sertoli - producdao de fluido tubular e sustentacdo das células
germinativas. Foi demonstrado que o aumento do didmetro dos corddes seminiferos se
inicia com o aparecimento do limen tubular (Avelar et al., 2010), sendo também

altamente correlacionado ao niumero de cé€lulas espermatogénicas (Franca, 1987). Neste
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contexto, pode-se inferir que o didmetro tubular no animal pubere estd diretamente
relacionado a maturagdo das células de Sertoli, caracterizada pelo inicio da secrecdo do
fluido tubular e o consequente aparecimento do limen, e pelo desenvolvimento da
barreira de células de Sertoli, com o surgimento e a diferenciagdo dos espermatocitos
primarios (Russel et al., 1989; Franga et al., 2000; Avelar et al., 2010; Ford e Wise,
2011). Isto foi exemplificado por Ford e Wise (2009) que demonstraram uma correlagao
positiva entre a expansdo dos tubulos seminiferos e o inicio e aumento da expressao de
CDKNI1B (p27""") pelas células de Sertoli, um inibidor de cinase ciclina-dependente

que indica diferenciacao celular terminal.

A partir do exposto, a semelhanga no diametro dos tubulos seminiferos aos oito meses
de idade sugere que ambos os grupos apresentaram, além de nuimeros similares de
células de Sertoli e germinativas por secc¢do transversal de tubulo seminifero,
capacidade de suporte e producao do fluido tubular pelas células de Sertoli também
semelhantes. Entretanto, analises especificas deverao ser realizadas para confirmar estas

suposigoes.

3.3. Numero de sec¢oes transversais de corddes/tiibulos seminiferos por area de

tecido

Nao foram observadas diferencas significativas no nimero de secgdes transversais de
cordio/tubulo seminifero entre os animais de alto e baixo peso ao nascimento nas duas

idades avaliadas (p<0,05) (Figura 5).

Esse resultado também indica a existéncia de diferencas entre os grupos Alto PN e
Baixo PN no numero total de células presentes nos corddes/tibulos seminiferos.
Segundo Franca et al. (2000), o comprimento total dos corddes/tibulos seminiferos ¢é
correlacionado positivamente com o numero absoluto de células germinativas por
testiculo e, durante o periodo compreendido entre o nascimento ¢ a puberdade, com o
nimero absoluto de células de Sertoli por testiculo. Isto significa que, uma vez mantidos
um mesmo didmetro tubular e numero de células de Sertoli por sec¢do transversal de
cordio/tubulo seminifero, serd o comprimento destas estruturas o determinante para que
o numero total de células de Sertoli por testiculo apresente diferenca significativa entre
os grupos. Estes achados foram demonstrados por Bielli et al. (2002) que observaram

um menor volume de corddes seminiferos associado a um menor numero de células de
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Sertoli por testiculo em cordeiros recém-nascidos submetidos a deficiéncia nutricional

durante a vida fetal, comparados a animais com desenvolvimento normal.
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Figura 5. Ntimero de secgdes transversais de corddo/tibulo seminifero por mm’ de area de testiculo nas
idades de oito dias e oito meses, respectivamente, entre os grupos de alto (Alto PN) e baixo (Baixo PN)
peso ao nascimento. Os dados sdo apresentados como a média dos testiculos direito e esquerdo. Letras
distintas para cada idade indicam diferenca estatistica pelo teste de Fisher (p<0,05). Para cada grupo nas
diferentes idades, n=7.

3.4. Proporcdes volumétricas dos componentes do parénquima testicular

As proporgoes volumétricas dos diferentes componentes do parénquima testicular aos
oito dias de idade e os indices mitdticos e apoptdticos dos corddes seminiferos e
intersticio estdo apresentados na Tabela 3. Nao foram observadas diferengas

significativas em nenhum dos parametros avaliados (p>0,05).

A auséncia de diferencas significativas entre os grupos experimentais indica a existéncia
de uma propor¢ao entre os componentes do parénquima testicular e o tamanho dos
testiculos. Isto significa que o menor volume de cada componente do parénquima seria
proporcional ao menor tamanho dos testiculos (Tabela 2), observados nos animais de

baixo peso ao nascimento.

Da mesma forma, a semelhanca estatistica nas porcentagens de mitoses e apoptoses €
dos respectivos indices, tanto no compartimento tubular quanto no intersticio, sugere
que o balango entre proliferagdo e morte celular e, consequentemente, a taxa de
desenvolvimento testicular sejam os mesmos entre os grupos experimentais. Estes
achados permitem inferir que, o menor valor de IGS (Tabela 2), observado nos animais

Baixo PN aos oito dias de idade, se deve a uma maior taxa de crescimento corporal
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(Anexo I) destes em relacdo aos animais Alto PN associada a um comportamento
similar de ambos os grupos em relacdo ao desenvolvimento testicular observado na

primeira semana neonatal.

Tabela 3. Propor¢ao volumétrica (Vv% =+ dp) dos componentes do
parénquima testicular e indices mitoticos e apoptoticos do tecido
intersticial e corddes seminiferos em leitdes de baixo e alto peso ao
nascimento aos 8 dias de idade

Alto PN Baixo PN
Tecido intersticial

Areas de intersticio 76,61 £ 5,67 a 78,65 + 4,82 a
Células de Leydig 6,30 £ 1,19a 6,99 + 1,15a
Tecido conjuntivo 16,50 = 2,84 a 18,18 + 1,57 a
Vasos sanguineos 12,19 = 2,22 a 10,72 £ 2,34 a
Mitoses 0,17 £ 0,07 a 0,29 + 0,07 a
Apoptoses 0,26 £ 0,12 a 0,37 £ 0,07 a
Indice mitético 0,22+ 0,08 a 0,37 £ 0,11 a
Indice apoptotico 0,34+ 0,15a 0,48 + 0,10 a
Cordoes seminiferos

Areas de corddo

seminifero 23,81 + 533 a 21,35 + 4,82 a
Tunica propria 451 + 1,16 a 405 + 1,17 a
Células de Sertoli 9,37 £ 2,25a 8,49 + 2,05a
Células germinativas 0,67 £ 0,25 a 0,59 £ 0,20 a
Mitoses 0,17 £ 0,05a 0,20 = 0,09 a
Apoptoses 0,06 £ 0,03 a 0,12 £ 0,09 a
Indice mitético 0,74 £ 0,18 a 1,02 £ 0,51 a
Indice apoptotico 0,30 £ 0,25 a 0,58 + 0,42 a

Valores expressos como média (%) + desvio-padrdo. Os dados sdo apresentados
como a média entre os testiculos direito e esquerdo. Alto PN: alto peso ao
nascimento; Baixo PN: baixo peso ao nascimento. Médias seguidas por letras
distintas na linha diferem pelo teste de Fisher (p<0,05). Para cada grupo, n=7.

Os valores percentuais observados para o compartimento tubular e o intersticial vao de
encontro aos valores demonstrados por Avelar et al. (2010) para suinos aos sete dias de
idade e aqueles demonstrados por McCoard et al. (2001) nos dias um e 14 pos-parto.
Ressalta-se a dificuldade de comparacdo das porcentagens obtidas, neste periodo, com a
literatura, provavelmente devido a distribui¢do heterogénea dos corddes seminiferos no
parénquima testicular, que se apresentam mais concentrados na regido periférica que no

centro do 6rgdo, como demonstrado por Avelar et al. (2010).
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3.4.1. Diferenciacio morfolégica e proporcao volumétrica de gondcitos

Ao estudar os gonocitos dos leitdes de 8 dias de idade, verificou-se que os mesmos eram
heterogéneos quanto a suas caracteristicas morfologicas em relacdo a forma e tamanho
celulares e quanto a morfologia citoplasmatica e nuclear. Diante disto, e com o objetivo
de comparar possiveis diferencas entre os grupos experimentais, de alto e baixo peso,
dividimos estes gondcitos em quatro tipos diferentes (gondcitos de I a IV), levando em
consideracdo suas caracteristicas morfologicas, descritas abaixo e apresentadas nas
Figuras 6 e 7. Os gondcitos tipo | sdo caracterizados por um nucleo volumoso,
arredondado ou levemente ovalado, de didmetro nuclear médio de 9,3 £ 0,52um
(variacdo de 7 a 11pum). Normalmente, apresentam de um a trés nucléolos proeminentes
e eucromatina dispersa no nucleoplasma, sendo observados principalmente no centro
dos corddes seminiferos. Os gonocitos tipo II apresentam, assim como os gondcitos tipo
I, nicleo volumoso, arredondado ou levemente ovalado, de didmetro médio de 9,9 +
0,50um (variagdo de 7 a 12um). Podem ser observados de um a dois nucléolos
proeminentes e nucleoplasma levemente granuloso, apresentando predominio de
eucromatina e poucos e pequenos grumos de heterocromatina. Sua localizacao €, assim
como os gonocitos I, principalmente no centro do cordao seminifero. Os gonocitos tipo
I apresentam também nucleo volumoso, entretanto mais arredondado que os nucleos
dos gondcitos tipo I e II, com didmetro médio de 9,5 + 0,58um (varia¢ao entre 7 e 11
um). Os nucléolos sao pouco evidentes devido a maior quantidade de heterocromatina,
que se distribui de forma heterogénea pelo nucleoplasma. Podem ser observados no
centro dos corddes seminiferos, mas uma caracteristica marcante deste tipo celular ¢ a
proximidade com a membrana basal, por vezes ocorrendo o contato entre esta e o
citoplasma do gonocito. Os gondcitos tipo IV sdo caracterizados por um reduzido
tamanho nuclear, com didmetro médio de 8,1 + 0,28um (variacdao entre 7 ¢ 9um). Os
nucléolos sao pouco evidentes devido a alta densidade da cromatina, sendo observados

normalmente em contato com a membrana basal do corddao seminifero.

Em um estudo semelhante, Drumond et al. (2011) também realizaram a diferenciago
dos tipos de gondcitos presentes em testiculos de camundongos. Entretanto, ao contrério
do presente estudo, aqueles autores observaram apenas trés tipos de células
morfologicamente distintas, sendo estas células também caracterizadas por nucleos

grandes, medindo entre 10-12um, e contendo de um a trés nucléolos. Uma diferenca
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marcante observada entre o presente trabalho e o de Drumond et al. (2011) ¢ a
morfologia nuclear durante o processo de diferenciacdo celular. No presente estudo
observou-se que os nucleos dos gondcitos passam de um estado ovalado para uma
forma mais arredondada, observada nos gonocitos tipo IV, enquanto Drumond et al.
(2011) descreveram o gonocito menos diferenciado (tipo I) contendo um nucleo

arredondado e o mais diferenciado (tipo III), contendo um nucleo mais ovalado.
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Figura 6. Fotomicrografias de luz de testiculo de suino aos 8 dias de idade. (A)
e (B) Parénquima testicular apresentando corddes seminiferos (CS), compostos
por células de Sertoli (S) e gondcitos, localizados no tecido intersticial (In), onde
também podem ser observadas células de Leydig (L). Nos corddes seminiferos
sao observados diferentes tipos de gondcitos, sendo os mais diferenciados localizados
em contato com a membrana basal. M: célula midide; VS: vaso sanguineo;
Gl: gondcito I; GllI: gondcito II; Glll: gondcito IlI; GIV: gondcito IV. Barra: 15um.



Gl - Gondcito | - Nucleo arredondado ou levemente
ovalado, apresentando um a trés nucléolos
proeminentes e cromatina homogeneamente
distribuida no nucleoplasma. Localizam-se
principalmente no centro do cordao seminifero.

GlIl - Gonécito Il - Nucleo arredondado ou levemente
ovalado, apresentando um a dois nucléolos
proeminentes e nucleoplasma levemente granuloso,
com predominio de eucromatina e poucos e
pequenos grumos de heterocromatina. Localizam-se
principalmente no centro do cordéo seminifero.

Glll - Gonécito Il - Nucleo arredondado, apresentando
nucléolos pouco evidentes devido a maior quantidade
de heterocromatina, que se distribui de forma heterogénea
pelo nucleoplasma. Podem ser observados no centro
do cordéo seminifero, mas localizam-se principalmente
em contato com a membrana basal .

GIV - Gonécito IV - Nucleo de tamanho reduzido e
arredondado, apresentando nucléolos pouco
evidentes devido a alta densidade da cromatina.
Localizam-se na base do corddo seminifero, em
contato com a membrana basal.

Figura 7. Descrigdo morfologica dos gondcitos sob a microscopia de luz. S, célula de Sertoli;
M, célula midide; seta, nucléolo. Barra: 5um.



As propor¢des volumétricas dos diferentes tipos de gondcitos sdo demonstradas na Tabela 4.
De forma similar as propor¢des volumétricas apresentadas na Tabela 3 para os diferentes
parametros testiculares, ndo foram observadas diferencas nos volumes percentuais dos quatro
tipos de gondcitos entre os animais de alto e baixo peso ao nascimento, indicando uma
proporcionalidade entre o nimero destas células e o tamanho dos testiculos no grupo Baixo

PN.

Tabela 4. Propor¢do volumétrica (Vv% + dp) diferencial dos gondcitos em leitdes de
baixo e alto peso ao nascimento aos 8 dias de idade

Alto PN Baixo PN
Gondcitos
GI 1,04 £ 0,04 a 1,02 £ 0,02 a
GII 1,08 £ 0,07 a 1,05 £ 0,06 a
GIII 1,08 £ 0,07 a 1,05 £ 0,06 a
GIV 1,03 £ 0,05a 1,03 + 0,02a

Valores expressos como média (%) + desvio-padrdo. Os dados sdo apresentados como a média entre os
testiculos direito e esquerdo. Alto PN: alto peso ao nascimento; Baixo PN: baixo peso ao nascimento.
Médias seguidas por letras distintas na linha diferem pelo teste de Mann Whitney para GI, GIII ¢ GIV, e
pelo teste de Fisher para GII (p<0,05). Para cada grupo, n=7.

3.5. Nimero absoluto das células de Sertoli, Leydig e gondcitos por testiculo

Os numeros totais das células de Sertoli, Leydig e gondcitos, assim como dos diferentes tipos
de gondcitos descritos anteriormente (item 3.4.1) estdo apresentados nas Tabelas 5 ¢ 6. O
nimero absoluto (em milhdes) dessas células no testiculo diferiu estatisticamente entre os
grupos, sendo os valores observados nos animais de baixo peso equivalentes a,
aproximadamente, metade dos observados nos animais de alto peso.

O menor numero total de células associado ao menor numero de secgdes transversais de
corddo seminifero, observados nos animais de baixo peso, explicam a diferenga, entre os
grupos, no peso e volume testiculares. Entretanto, ¢ importante ressaltar que o reduzido
numero de células observado no grupo Baixo PN ¢ proporcional ao tamanho do testiculo, o
que pode ser comprovado pela auséncia de diferengas nas propor¢des volumétricas dos

nucleos dessas células e, principalmente, pelo nimero de células/grama de testiculo.
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Tabela 5. Numero de células de Sertoli, Leydig e gondcitos totais, em milhdes (10°), por testiculo e
por grama de testiculo em leitdes de alto e baixo peso ao nascimento aos oito dias de idade

Alto PN Baixo PN
Células de Sertoli/ testiculo 1169 + 417 a 558 £ 157b
Células de Sertoli/g de testiculo 535 £ 201 a 514 £ 102a
Células de Leydig/ testiculo 568 £ 254 a 326 £ 74b
Células de Leydig/ g de testiculo 240 + 52a 320 = 138a
Gonocitos totais/ testiculo 12,7 £ 5,8a 566 £ 29D
Gondcitos totais/ g de testiculo 55+ 29a 48 + 1,6 a

Valores expressos como média + desvio-padrdo. Os dados sdo apresentados como a média entre os testiculos direito e
esquerdo. Alto PN: alto peso ao nascimento; Baixo PN: baixo peso ao nascimento. Médias seguidas por letras distintas na
linha diferem pelo teste de Fisher (p<0,05). Para cada grupo, n=7.

Alguns estudos demonstraram que as células de Sertoli sdo capazes de suportar um numero
relativamente fixo de células germinativas para uma determinada espécie (Russell e Peterson,
1984; Orth et al., 1988). Assim, o niumero total de células de Sertoli estabelecido durante o
desenvolvimento testicular at¢ a puberdade vai determinar a dimensdo da producdo
espermatica do animal adulto (Orth et al., 1988). Segundo Okwun et al. (1996), em suinos
adultos, o numero de células de Sertoli ¢ altamente correlacionado ao peso do parénquima
testicular ¢ a produgdo espermatica didria. Dessa forma, na auséncia de um mecanismo
compensatorio de proliferacdo destas células durante o periodo pré-pubere, 0 menor numero
de células de Sertoli apresentado pelos animais Baixo PN aos oito dias sera mantido aos oito

meses de idade, comprometendo a capacidade de producao espermatica do animal adulto.

No presente estudo, correlagdes significativas foram observadas entre o nimero de células de
Sertoli por testiculo e os pesos corporal (r = 0,56; p = 0,04) e testicular (r = 0,65; p = 0,01),
demonstrando que o peso corporal interfere diretamente no nimero de células de Sertoli e

este, por sua vez, interfere no tamanho do testiculo.

Quando os diferentes tipos de gonocitos sao analisados separadamente, observa-se que apenas
o numero corrigido de gonocitos tipo II difere estatisticamente entre os dois grupos
experimentais. Entretanto, para os outros trés tipos de gondcitos, observa-se uma tendéncia

para o maior numero de células por testiculo nos animais de alto peso ao nascimento, sendo
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de aproximadamente 2,5 vezes o nimero de células observado no grupo Baixo PN. Nesse
contexto, ¢ importante ressaltar os altos desvios padrdes observados nessas categorias de
gonocitos, devido especificamente a auséncia desses tipos celulares (GI, GIII, e GIV) em

alguns dos cortes histologicos analisados.

Tabela 6. Namero dos diferentes gondcitos, em milhdes (10°), por testiculo em leitdes de
alto e baixo peso ao nascimento aos oito dias de idade

Alto PN Baixo PN
Gonocito I/ testiculo 1,49 £ 1,51 a 0,58 +£ 0,59a
Gonocito II/ testiculo 533 £ 2,71a 2,36 £ 1,22b
Gonocito 111/ testiculo 387 £ 4,24 a 1,58 £ 1,93 a
Gonocito IV/ testiculo 231 + 38la 1,10 £ 0,63 a

Valores expressos como média + desvio-padrdo. Os dados sdo apresentados como a média entre os
testiculos direito e esquerdo. Alto PN: alto peso ao nascimento; Baixo PN: baixo peso ao nascimento.
Médias seguidas por letras distintas na linha diferem pelo teste de Fisher (p<0,05). Para cada grupo, n=7.

3.6. Eficiéncia do processo espermatogénico

O numero de células espermatogénicas presentes no estadio 1 do ciclo do epitélio seminifero
(Figura 10) em ambos os grupos experimentais esta representado na Figura 8. Os niimeros de
espermatogonias A (Alto PN: 1,01 = 0,31 e Baixo PN: 0,81 + 0,21) e espermatocitos
primarios em preleptoteno (Alto PN: 23,4 + 2,2 e Baixo PN: 20,7 + 4,1) ndo diferiram entre
os grupos. Entretanto, os animais de baixo peso ao nascimento apresentaram menor nimero
de espermatdcitos primarios em paquiteno (Alto PN: 25,8 + 3,3 e Baixo PN: 19,9 + 2.9) e
espermatides arredondadas (Alto PN: 72,9 = 12,8 e Baixo PN: 59,7 + 7,3) (p<0,05). Estas
diferencas, associadas a pequenas diferencas nao significativas no numero de espermatocitos
primarios em preleptoteno e espermatogoénias A, influenciaram o numero total de células
espermatogénicas que também diferiu entre os grupos. Como pode ser observado na Figura 8,
os animais de baixo peso ao nascimento apresentaram menos células germinativas (101 +
10,8) por seccdo transversal de tibulo seminifero em relacdo aos animais de alto peso (123 +

15,2) (p<0,05).
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Figura 8. Numero de células espermatogénicas/sec¢do transversal de tibulo seminifero em estidio um, nos
grupos de alto (Alto PN) ¢ baixo (Baixo PN) peso ao nascimento, aos oito meses de idade. Os dados sdo
apresentados como a média dos testiculos direito ¢ esquerdo. Valores expressos como a média de cada grupo. *
Representa diferenca estatistica entre os grupos pelo teste de Fisher (p<0,05). Para cada grupo, n=7. ESPG A:
espermatogonia A; PL: espermatocito primario em preleptoteno; PQ: espermatdcito primario em paquiteno;
ESPD Ar: espermatide arredondada; CES: total de células espermatogénicas.

O mesmo nimero de espermatogdnias A e espermatdcitos primdrios em preleptdteno por
seccao transversal de tibulo seminifero demonstra que as perdas celulares frequentes durante
a fase espermatogonial ocorrem na mesma intensidade em ambos os grupos experimentais. De
acordo com Franga et al. (2005), uma perda significativa de células germinativas (25-30% de
células) ¢ observada durante essa fase, ocorrendo predominantemente durante as divisdes das
espermatogonias dos tipos A,-A4. Esta perda ¢ referida como uma regulagdao densidade-
dependente, sendo responsavel por assegurar um nimero 6timo de células germinativas que

pode ser suportado pelas células de Sertoli.

O padrao de divisdo espermatogonial governa a producao de espermatdeitos primarios e pode
ser calculado pela razao entre o nimero destas células na fase de preleptoteno e o nimero de
espermatogonias A, sendo denominado coeficiente de eficiéncia de mitose espermatogonial
(Ortavant et al., 1977). No presente estudo, devido a semelhanga nos nimeros destas células
apresentados por ambos 0s grupos experimentais, também ndo foi observada diferenca
significativa no coeficiente de eficiéncia de mitose espermatogonial, sugerindo que o peso ao

nascimento ndo influencia as divisdes mitoticas dessa fase da espermatogénese (Figura 9).

72



Contudo, observa-se que a partir da fase de paquiteno da profase meidtica, os numeros de
células germinativas sdo menores nos animais de baixo peso ao nascimento. Entretanto, ¢
importante ressaltar que as diferencas observadas no numero de espermatdcitos primarios em
paquiteno se devem muito mais a um aumento da contagem média do grupo Alto PN que a
pequena redugdo do numero de células observada no grupo Baixo PN. Apesar dessa diferenga
estatistica, entretanto, as razdes celulares obtidas a partir destas contagens se encontram
dentro dos valores descritos previamente por Franca (1987) para suinos apds a maturidade
sexual (Paquiteno/Preleptoteno: 1,0-1,1; Espermatide arredondada/Preleptoteno: 2,9-3,1). Isto
indica que as diferengas observadas nao sdao devido ao aumento ou reducao das apoptoses em
determinado grupo experimental, o que pode ser comprovado pela auséncia de diferengas
estatisticas no indice apoptotico da espermatogénese, obtido pela razdo entre o nimero

corrigido de espermatdcitos primdrios em preleptdteno e em paquiteno (Figura 9).

A diferenca significativa observada no nimero de espermatides arredondadas sugere uma
grande variagdo nas perdas celulares entre os grupos durante a profase meidtica, de
espermatdcito primario em preleptoteno até espermatide arredondada. A reducdo do numero
dessas células pode ser atribuida ao processo apoptotico durante as divisdes meioticas, devido
a provaveis danos cromossomais ¢ a descamagao do epitélio seminifero para o limen tubular
(Amman e Almquist, 1962; Hess e Franga, 2008). De acordo com Franga et al. (2005), devido
a alta capacidade de suporte de células germinativas pelas células de Sertoli no suino, a
grande perda de espermatides arredondadas pode estar relacionada ao niimero final de

espermatides alongadas que poderiam ser suportadas nas criptas de cada célula de Sertoli.

Apesar das diferengas observadas no nimero total de células espermatogénicas, a eficiéncia
da célula de Sertoli, medida da capacidade de suporte e da funcao desta célula, foi semelhante
entre os grupos (Figura 9). Segundo Okwun et al. (1996), este parametro estd relacionado
tanto a producdo de espermatides para cada espermatogénia A, quanto a producdo
espermatica didria, sugerindo que estas caracteristicas também estdo preservadas nos animais

de baixo peso.

No presente estudo, foi observada uma perda média de células germinativas de
aproximadamente 22,9% e 26,1% para os grupos Alto PN e Baixo PN, respectivamente, da

fase de preleptoteno da profase meidtica a espermatide arredondada. Uma perda relativamente
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préoxima foi observada por Franga (1987) e Okwun et al. (1996) em suinos das ragas Piau

(25%) e Meishan (34%), respectivamente.
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Figura 9. Eficiéncia da espermatogénese. Razao entre o nimero de células espermatogénicas secgdo transversal
de tabulo seminifero em estadio um nos grupos de alto (Alto PN) e baixo (Baixo PN) peso ao nascimento, aos
oito meses de idade. Os dados sdo apresentados como a média dos testiculos direito e esquerdo. Valores
expressos como a média + desvio-padrdio ESPG A: espermatogénia A; PL: espermatdcito primario em
preleptoteno; PQ: espermatocito primario em paquiteno; ESPD Ar: espermatide arredondada; CS: célula de
Sertoli. Letras distintas para cada variavel representam diferenga estatistica pelo teste de Fisher (p<0,05). Para
cada grupo, n=7.

O indice meiodtico da espermatogé€nese, obtido pela razdo entre o numero corrigido de
espermatides arredondadas e espermatocitos primdrios em paquiteno também nao diferiu
entre os grupos (Figura 9). Da mesma forma, ndo foram observadas diferencas no rendimento
geral da espermatogénese definido pela razdo entre o nimero de espermatides arredondadas e
o numero de espermatogonias A, indicando que o processo de divisao meidtica e a eficiéncia
de produgdo espermatica nao sao influenciados pelo peso ao nascimento. Franga et al. (2005),
em uma revisao sobre a espermatogénese em suinos descreveu um indice meidtico médio de
aproximadamente 3,2 (20%) e um rendimento geral da espermatogénese de 68 (70%),
demonstrando que os valores observados no presente estudo para ambos o0s grupos

experimentais se encontram proximos aos descritos na literatura.
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No presente estudo, as caracteristicas discutidas acima (Figura 9) sugerem que a eficiéncia da
espermatogénese ndo ¢ afetada por um comprometido crescimento fetal. A auséncia de
diferencas significativas neste pardmetro foi observada mesmo com as variagdes no nimero

de algumas células espermatogénicas e no total destas células.

De forma semelhante, Melo et al. (2013) demonstrou que a deficiéncia nutricional in utero
ndo foi capaz de afetar a eficiéncia da espermatogénese em ratos, ocorrendo apenas uma

ligeira reducdo da capacidade de suporte das células de Sertoli.

No presente trabalho, a reducdo significativa do numero total de células espermatogénicas por
secc¢ao transversal de tubulo seminifero, observada no grupo Baixo PN, ndo foi suficiente para
alterar o didmetro tubular, conforme demonstrado no item 3.2. Tais resultados sao
confrontados pelos apresentados por Franga (1987) que observou uma correlacdo positiva
entre o namero total destas células e o diametro dos tubulos seminiferos em suinos da raga

Piau.
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Figura 10. Fotomicrografia de luz de testiculo de suino aos 8 meses de idade. (A) Parénquima
testicular apresentando secgao transversal de tubulo seminifero (TS) em estaio 1 do ciclo do epitélio
seminifero (sistema tubular) e tecido intersticial (In) contendo células de Leydig (L) e vasos sanguineos
(VS). (B) Epitélio seminifero (ES) apresentando uma camada de espermatocitos primarios em
preleptoteno (Pl) e células de Sertoli (S) na base, espermatdcitos primarios em paquiteno (P) e
espermatides arredondadas (Ar). (C) Espermatogdbnia tipo A (G) localizada na base do epitélio
seminifero, em contato com a membrana basal (MB). Observa-se a presenga de um vaso
sanguineo, no intersticio, préximo a espermatogénia. Podem ser observadas também outras
células espermatogénicas como espermatdcitos primarios em pre-leptoteno (Pl) e paquiteno
(P) e algumas espermatides arredondadas. Barras: A, 20pum e em B-C, 10um.



3.7. Numero de espermatides testiculares

O numero de espermatides testiculares obtido para cada grupo experimental esta
demonstrado na Tabela 7. Acompanhando o menor nimero de células de Sertoli, os
animais de baixo peso ao nascimento apresentaram menor numero de espermatides
testiculares, quando comparados aos animais de alto peso. Entretanto, essa diferenca
nao foi observada quando esse nimero foi dividido pelo peso testicular, sugerindo haver
uma proporg¢ao entre o reduzido nimero de espermatides e o menor peso dos testiculos

observados nos animais de baixo peso ao nascimento.

Tabela 7. Numero de espermadtides, em milhdes (109, por testiculo e por grama de testiculo em
leitdes de alto e baixo peso ao nascimento aos oito meses de idade

Alto PN Baixo PN
Espermatides/testiculo 714 + 286 a 466 + 187b
Espermatides/gr testiculo 1,70 £ 0,64 a 1,29 +£ 0,43 a

Valores expressos como média + desvio-padrdo. Os dados sdo apresentados como a média entre os testiculos direito e
esquerdo. Alto PN: alto peso ao nascimento; baixo PN: baixo peso ao nascimento. Médias seguidas por letras distintas
na linha diferem pelo teste de Fisher (p<0,05). Para cada grupo, n=11.

A técnica utilizada para a contagem das espermatides testiculares ¢ baseada no
conhecimento de que devido a intensa condensacdao das nucleoproteinas durante a fase
espermiogénica da espermatogénese, somente as espermatides mais avancadas
(alongadas) resistem a homogeneizagdo (Amman., 1981). Assim, o nimero obtido
fornece evidéncias sobre a eficiéncia da produgdo espermdtica em determinado
momento, estando relacionado ao nimero total de espermatozoides presentes no s€émen.
De acordo com Amann (1970) citado por Russel e Peterson. (1984), a quantidade de
espermatozoides do ejaculado pode ser determinada por uma série de fatores, entretanto,
¢ a producao de espermatides alongadas no testiculo que exerce a maior influéncia sobre
este parametro. Estas observagdes sugerem que os animais de baixo peso ao nascimento
apresentam menor numero de espermatozoides totais no sémen, quando comparados aos

animais do grupo Alto PN.

E interessante observar que a proporgio entre os nimeros absolutos de células de Sertoli
(item 3.5) dos animais de alto e baixo peso ao nascimento foi repetida para a contagem

de espermatides testiculares, em que valores aproximadamente duas vezes maiores sao
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observados para os animais do primeiro grupo em ambos os parametros. Estes achados
foram corroborados por Okwun et al. (1996) que demonstraram alta correlacdo entre a
producao espermatica didria e o nimero de células de Sertoli por testiculo. Estes autores
também observaram que as taxas de producdo ou degeneracdo de células germinativas
por seccdo transversal de tibulo seminifero contribuem pouco para a variagdo da
produgdo espermatica didria. Isto significa que o fato de os animais de alto e baixo peso
apresentarem semelhancas na eficiéncia da espermatogénese ndo impede que estes

ultimos possuam menor producao de espermatides testiculares.

Toledo et al. (2011) demonstraram que ratos adultos quando submetidos a deficiéncia
nutricional durante a vida fetal apresentaram, associado ao menor nimero de células de
Sertoli, menor contagem de espermatides testiculares, sendo este niimero também
proporcional ao peso testicular (espermatides/grama), assim como observado no
presente estudo. De forma interessante, estes autores também observaram um aumento
da porcentagem de espermatozoides com defeitos de cabega, além de outros defeitos
menores, no grupo desnutrido, sugerindo serem esses decorrentes dos efeitos deletérios

da restri¢do proteica in utero.

3.8. Proliferacao celular

Os indices de proliferacdo celular calculados para as idades de oito dias (Figura 13) e
oito meses (Figura 14) estdo representados pelas Figuras 11 e 12. Nao foram observadas
diferencas significativas entre os grupos experimentais no que se refere ao indice de
proliferacao das células de Sertoli, Leydig e gondcitos aos oito dias e das células de

Leydig e germinativas dos tubulos seminiferos aos oito meses de idade.

A auséncia de diferencas estatisticas no indice de proliferacao das células somaticas e
germinativas tanto aos oito dias quanto aos oito meses de idade indica que o
comprometimento do crescimento fetal ndo alterou a atividade proliferativa destas
células nestes momentos do desenvolvimento pos-natal. E importante ressaltar que,
considerando as respectivas fases de proliferagdo, um efeito deletério do baixo peso
sobre a proliferagdo das células de Sertoli aos oito dias e das células de Leydig tanto aos
oito dias quanto aos oito meses poderia comprometer o numero total dessas na idade

adulta.
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Figura 11. Indice de proliferagdo celular. Porcentagem de nicleos de células de Sertoli, Leydig e
gonocitos positivos para o anticorpo primario anti-MCM7 em testiculos de suinos de alto (Alto PN) e
baixo (Baixo PN) peso ao nascimento aos oito dias de idade. Os resultados sdo apresentados como a
média entre os testiculos direito e esquerdo. Médias seguidas por letras distintas diferem pelo teste de
Fisher (p<0,05). CS: células de Sertoli; GN: gondcitos; CL: células de Leydig Para cada grupo, n=7.
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Figura 12. indice de proliferagio celular. Porcentagem de nucleos de células de Leydig e germinativas
positivos para o anticorpo primario anti-MCM?7 em testiculos de suinos de alto (Alto PN) e baixo (Baixo
PN) peso ao nascimento aos oito meses de idade. Os resultados sdo apresentados como a média entre os
testiculos direito e esquerdo. Médias seguidas por letras distintas diferem pelo teste de Fisher (p<0,05).
CL: células de Leydig; CGM: células germinativas. Para cada grupo, n=7.

Foi demonstrado que as células de Sertoli apresentam uma elevada atividade
proliferativa durante a fase perinatal, principalmente no periodo compreendido entre o
nascimento e o 15° dia pds-parto (McCoard et al., 2001; McCoard et al., 2003; Avelar et
al., 2010). Observa-se que aos oito dias ap6s o nascimento, as c¢lulas de Sertoli se

encontram no periodo mais ativo, apresentando elevada taxa de proliferagdo, assim
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como observado por Avelar et al., 2010. Indices de proliferacio das células de Sertoli,
no periodo neonatal, semelhantes aos observados no presente estudo (=100%) foram

demonstrados por Angelopoulou et al. (2008).

Em relacao aos gondcitos, os mecanismos que envolvem a proliferagdo destas células e
o periodo em que estas se mantém quiescentes antes de originar as espermatogdénias A
permanecem desconhecidos na espécie suina. Evidéncias encontradas na literatura
demonstram que as células quiescentes nao expressam a proteina MCM7 (Blow e
Hodgson, 2002). Dessa forma, de acordo com os resultados obtidos no presente estudo,
pode-se inferir que, aos oito dias, parte da populacdo de gondcitos parece nao se

encontrar no estado de quiescéncia e sim no estado ativo.

Em sintese, os indices de proliferacdo das células somaticas e germinativas, associados
aos indices mitoticos e apoptdticos (item 3.4) e ao coeficiente de mitose
espermatogonial (item 3.6) discutidos anteriormente, reafirmam a hipotese de que os
mecanismos de morte e proliferacdo celular estdo preservados nos animais de baixo

peso ao nascimento, em ambas as idades estudadas.

E importante ressaltar que este foi um estudo pontual, sendo que a auséncia de
diferencas significativas na proliferacdo das células somaticas e germinativas entre os
grupos nao significa que nao haja a interferéncia de possiveis efeitos deletérios durante
as outras fases de proliferacdo destas células, ou mesmo em outros momentos durante o

desenvolvimento pds-natal.
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Figura 13. Imuno-histoquimica para a proteina MCM7 em testiculo de suino aos 8 dias de idade.
(A) Parénquima testicular apresentando tecido intersticial (In) contendo células de Leydig (L) MCM7-
positivas (marrom) e corddes seminiferos (CS) com grande nimero de células Sertoli (S) e alguns gondcitos (G)
positivos. (B) Cordao seminifero apresentando gondcitos com marcagéo nuclear negativa e positiva
para a proteina MCM7. (C) Seccao transversal de cordao seminifero mostrando grande numero
de nucleos de células de Sertoli MCM7-positivos (seta preta) e alguns nucleos negativos (pontas
de seta), localizados em contato com a membrana basal (MB). Observa-se também marcagéao
nuclear positiva nas células de Leydig localizadas no intersticio (seta longa). Barras: A, 30um e
B-C, 15um.

TR N dh el . L 3 : -l




Figura 14. Expressao imuno-histoquimica da proteina MCM7 em testiculo de suino aos 8 meses
de idade. (A) Tubulo seminifero apresentando populagéo de células espermatogénicas, de
espermatogonias (G) a espermatides arredondadas (Ar), MCM7-positiva e a geragéo de espermatides
alongadas (Al) negativa. Observa-se também auséncia de marcagéo nas células de Sertoli (S). (B)
Tecido intersticial (In) apresentando células de Leydig MCM7-positivas e negativas. (C) Ampliacdo
do epitélio seminifero (ES) evidenciando a marcagdo observada em A. Observa-se um nucleo de
espermatogdnia (G) positivo localizado na base do epitélio seminifero e um nucleo de célula de
Sertoli (S) com auséncia de expresséo. Lu: limen tubular; P: paquiteno; Barras: A, 20um e B-C, 10pum.



CONCLUSOES

- O baixo peso ao nascimento estd relacionado a um menor crescimento corporal e
desenvolvimento testicular, representados pela redugdo das medidas biométricas

corporais e testiculares aos oito dias e oito meses de idade;

- As alteragdes observadas no parénquima testicular dos leitdes de baixo peso estdo
restritas a redu¢do no volume de cordao/tubulo seminifero aos oito dias e oito meses e
no numero total de células somaticas e germinativas aos oito dias, nao havendo

alteracdes nas proporcdes destas no testiculo;

- O baixo peso ao nascer nao apresenta influéncia na eficiéncia da espermatogénese aos
oito meses de idade, ocorrendo apenas uma redug¢do no numero total de células

espermatogénicas por sec¢do transversal de tibulo seminifero;

- Leitdes mais leves ao nascimento apresentam menor numero de espermatides

testiculares aos oito meses de idade;

- A atividade proliferativa das células de Sertoli, Leydig e germinativas aos oito dias de
idade, e das células de Leydig e germinativas aos oito meses de idade ndo foi

influenciada pelo baixo peso ao nascimento.
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CONSIDERACOES FINAIS

Com base nos resultados apresentados e discutidos neste estudo, observa-se que o baixo
peso ao nascimento estd relacionado a animais de menor tamanho e peso, corporal e
testicular, quando comparados a seus pares, tanto no periodo neonatal quanto pos-
puberal. Entretanto, as redugdes no peso e volume testiculares, nimero total de células
somaticas e germinativas por testiculo e producdo de espermadtides reportados nao
parecem ser decorrentes de uma organogénese comprometida e sim proporcional ao

menor tamanho do animal.

Ressalta-se que os achados obtidos sugerem que o menor nimero de células de Sertoli
observado nos animais de baixo peso ao nascimento aos oito dias de idade ainda se
mantém aos oito meses. Devido a auséncia de outras alteragdes histoldgicas, esse
provavel menor numero de células, aos oito meses de idade, seria o Unico fator capaz de

causar altera¢des na produgdo espermatica desses animais.

Apesar da auséncia de resultados sugestivos de comprometimento da organogénese, os
achados obtidos no presente estudo nao sao conclusivos quanto a inclusao do peso ao
nascimento como um critério de selecao de reprodutores aos 130 - 140 dias de idade.
Portanto, novos estudos relacionados a outros parametros reprodutivos como a idade a
puberdade e maturidade sexual, libido, qualidade de s€émen e capacidade de fertilizagao
dos espermatozoides sdo necessarios para avaliar se os efeitos do baixo peso estdo
restritos a0 menor tamanho testicular e, consequentemente, menor numero de células,
ou se sao estendidos a funcdo hormonal, integridade e funcionalidade da célula

espermatica, comprometendo a fertilidade do reprodutor.
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ANEXO I

Peso corporal, ganho de peso médio didrio e taxa de crescimento de leitdes de alto e baixo peso ao
nascimento castrados aos oito dias de idade

Peso ao nascimento (kg) Peso aos 8 dias (kg) GPMD (kg) até 8 dias Taxa de crescimento

Xts X+£s X+Es X+£s
Alto PN 1,85 £ 0,11 a 3,63 £ 0,59a 0,25 £ 0,08 a 1,97 £ 0,32b
Baixo PN 1,00 £ 0,15b 2,38 £ 0,37b 0,20 £ 0,04 b 2,39 + 0,34 a

Meédias seguidas por letras distintas na coluna diferem pelo teste de Fisher (p < 0,05). Alto PN: alto peso ao
nascimento; Baixo PN: baixo peso ao nascimento.
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ANEXO I

Peso corporal, ganho de peso médio diario e taxa de crescimento de leitdes de alto e baixo peso ao nascimento castrados aos oito meses de idade

Peso ao Peso aos GMD até Taxa de Peso aos GMD apos Taxa de
nascimento (kg) 6 meses (kg) 6 meses (kg) crescimento*® 8 meses (kg) 6 meses (kg) crescimento**
X=Es X=*s X=*s X=Es X=Es X=Es X=Es

Alto PN 1,87+0,12 a 141,92+ 11,78 a 0,778 £ 0,065 a 78,62 +6,90 b 177,08 £13,35a 0,59+0,17a 1,24+0,08b

Baixo PN 1,04 £0,12 b 113,54 £15,51b 0,625 £ 0,086 b 109,5+19,07a 154,92+1791b 0,69+0,16a 1,36+0,11a

Meédias seguidas por letras distintas na coluna diferem pelo teste de Fisher (p < 0,05). Alto PN: alto peso ao nascimento; Baixo PN: baixo peso ao nascimento. *
Taxa de crescimento do nascimento aos seis meses de idades. ** Taxa de crescimento do nascimento aos oito meses de idade.
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ANEXO III

UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS
COMITE DE ETICA EM EXPERIMENTACAO ANIMAL
-CETEA-

CERTIFICADO

Certificamos gue o Protocolo n® 65/2011, relativo ao projeto intitulado
“Influéncia do peso ao nascimento sobre a espermatogénese e o0
desempenho reprodutivo de varrées’, que tem como responsavel(is) Fernanda
Radicchi Campos Lobato de Almeida , esta(3o) de acordo com os Principios
Eticos da Experimentacdo Animal, adotados pelo Comité de Etica em
Experimentacdo Animal (CETEA/UFMG), tendo sido aprovado na reunido de
11/ 05/2011.

Este certificade expira-se em 11/ 05/ 2016.

CERTIFICATE
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of boars’, under the supervisiors of Fernanda Radicchi Campos Lobato de
Almeida, is in agreement with the Ethical Principles in Animal Experimentation,
adopted by the Ethics Committee in Animal Experimentation (CETEA/UFMG),
and was approved in May 11, 2011,

Belo Hor 13 de Maio de 2011.
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