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Resumo

Resumo

A semelhanca da maioria dos felideos, a jaguatirica (Leopardus pardalis) é uma
espécie ameacada de extingdo. Para agravar essa situagdo, o conhecimento da biologia
reprodutiva da jaguatirica ¢ muito limitado. O transplante de espermatogonias tronco
apresenta enorme potencial em estudos envolvendo biotecnologias aplicadas a
reproducdo, produc¢do de animais transgénicos e preservacao de estoque genético de
animais zootécnicos valiosos ou espécies ameacgadas de extingdao, podendo também ser
utilizado para se investigar o processo espermatogénico e preservar a fertilidade. Além
disso, até o presente momento, esta técnica ¢ a Unica abordagem experimental para se
investigar funcionalmente a biologia das espermatogdnias tronco. Entretanto, apesar de
seu alto potencial, estudos utilizando o transplante de espermatogdnias tronco com o
intuito de se preservar espécies de mamiferos silvestres sdo ainda bastante incipientes.
O gato doméstico (Felis catus) ¢ um modelo em potencial de receptor para a
preservacdo e a propagacao de plasma germinal de felideos em risco ou ameagados de
extingdo, representando assim uma alternativa para a propagacdo do genoma de
jaguatiricas. No entanto, pelo fato da biologia reprodutiva da jaguatirica ser ainda muito
limitado, para se efetuar eventualmente o transplante de suas células germinativas para
gatos domésticos, o melhor conhecimento de sua fungdo testicular ¢ necessario. Neste
contexto, a caracterizagdo morfoldgica das células germinativas, bem como o
conhecimento da duragdo do ciclo do epitélio seminifero, sao ferramentas em potencial
para se acompanhar o desenvolvimento de células espermatogénicas transplantadas.
Desta forma, nossos objetivos iniciais no presente estudo foram os de se investigarem
os aspectos basicos da estrutura do testiculo de jaguatiricas, particularmente em relagao
ao processo espermatogénico. Os resultados principais encontrados mostraram que a
morfologia das células germinativas de jaguatiricas foi similar & do gato doméstico,
sugerindo que a morfologia destas células ndo seria um marcador adequado para se
distinguir as células germinativas destas duas espécies. Quanto a duragdo total do
processo espermatogénico, os resultados obtidos mostraram que cerca de oito semanas
sd0 necessarias para que este processo se complete em jaguatiricas, desde
espermatogonias tronco até a formagao de espermatozoides. Os outros objetivos deste
estudo foram os de se padronizarem todas as abordagens necessarias para o transplante
singénico de espermatogdnias tronco entre gatos domésticos e o xenogénico de
jaguatirica para o gato doméstico. Nesta etapa de nossos estudos também tivemos como

objetivos avaliar se as células germinativas transplantadas seriam capazes de
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Resumo

colonizarem e se diferenciarem nos testiculos dos gatos receptores. Pelo fato de ter
apresentado resultados mais consistentes quanto a deplecdo da espermatogénese, e
também em relagdo a recuperagdo da mesma nos tubulos seminiferos, em comparagao
com o tratamento utilizando o busulfan, a irradiacdo com raios-X foi a técnica de
eleicdo para se deprimir a espermatogénese enddgena dos gatos domésticos receptores.
Nossos resultados mostraram que os procedimentos de isolamento e enriquecimento das
espermatogonias tronco foram bastante eficientes, permitindo que estas células, apos
serem marcadas com o PKH26, fossem transplantadas com sucesso através da via
cirargica (rete testis extratesticular) por nos padronizada. Nos transplantes singénicos,
os diferentes periodos de tempo por nds utilizados (quatro a sete semanas), mostraram
que nos tabulos seminiferos analisados, as células germinativas marcadas com PKH26
foram capazes de colonizarem e se diferenciarem até a fase de espermatides alongadas.
Em relagdo ao transplante xenogénico, pelo fato do intervalo de tempo utilizado ter sido
mais amplo (de duas a treze semanas), cé€lulas germinativas de jaguatirica, desde
espermatogonias até espermatozoides, foram encontradas nos tubulos seminiferos e no
epididimo dos gatos domésticos avaliados. Estes resultados bastante positivos para o
transplante xenogénico demonstraram que os testiculos dos gatos receptores
apresentaram ambiente bastante propicio para o estabelecimento e o desenvolvimento
do processo espermatogénico de jaguatiricas, que divergem filogeneticamente dos gatos
domésticos em somente cerca de dois milhdes de anos. Pelo fato da familia Felidae, que
¢ formada por 37 espécies, descender de um ancestral comum que existiu cerca de 10-
11 milhdes de anos atras, os resultados inéditos e promissores encontrados no presente
estudo sugerem que o gato doméstico apresenta alto potencial para ser utilizado como

animal receptor para a preservacdo do genoma de felideos selvagens.
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Introdugdo e Revisdo da Literatura

INTRODUCAO E REVISAO DA LITERATURA

1. Felinos

Atualmente ¢ consenso que a utilizagdo desordenada dos recursos naturais
promove a destruicdo ou diminui¢do de ecossistemas naturais, com implicagdes
irreversiveis nas populacoes selvagens (WWF, 2008). Pois, conforme ja ¢ sabido, a
constante ocupagdo de territorio tem nos levado a destruicdo e fragmentacao de
ecossistemas. Como consequéncia, algumas espécies tém desaparecido e outras, por
exemplo, ficam aprisionadas dentro de algumas ilhas de florestas. Esse isolamento leva
a perdas de patrimonio genético devido a auséncia de trocas nas informagdes genéticas
das populagdes envolvidas (O’Brien et al., 1985; Roelke et al., 1993). Além do mais,
um grande niimero de animais estd desaparecendo devido a transformacao de seu habitat
em centros de agricultura e sdo sistematicamente eliminados devido aos danos
financeiros causados aos fazendeiros (Silva et al., 2004). Dessa forma, todos os esforgos
visando a conservagdo das espécies em risco de extingdo sdo valiosos para serem
utilizados no planejamento da manuten¢@o de populacdes selvagens.

A familia Felidae, composta pelos predadores mais bem sucedidos na terra, ¢
composta por 37 espécies e com excecao dos gatos domésticos e outras espécies de
gatos de menor porte, sao consideradas em perigo ou ameagadas de extingdo pelos
orgdos internacionais como a CITES (Convention of International Trade of Endangered
Species of Wild Fauna and Flora) e por pesquisadores na area (Pelican et al., 2006;
Baudi et al.,, 2008). Além disso, na familia Felidae, a presenca da teratospermia
(produgdo maior que 60% dos espermatozodides anormais por ejaculado) ¢ relativamente
comum, tendo-se obtido boas evidéncias de que a reducdo da diversidade genética
contribui particularmente para esse fendmeno (Pukazhenthi et al., 2006).

Por outro lado, a familia dos felideos constitui excelente modelo biomédico para
se estudar doencgas hereditarias, agentes de doencas infecciosas, estudos de divergéncia
evolucionaria adaptativa, conservacdo dos estoques genéticos e aplicacdes forenses
(O’Brien et al., 2002). Adicionalmente, os felideos sdo utilizados como modelo para
estudos relacionados a biologia do desenvolvimento, fisiologia e neurociéncias
(O’Brien et al., 2008).

Considerando a importancia da propagacdo de animais mantidos em cativeiro
para a conservacao de espécies ameagadas de extingdo, o conhecimento da biologia

reprodutiva de felideos silvestres deve ser um importante aliado para a preservacao
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destas espécies, permitindo, por exemplo, que a reprodugdo assistida possa se tornar
uma ferramenta efetiva na preservacao destas espécies (Paz et al., 2006). Neste
contexto, a inseminacao artificial , fertilizagdo in vitro e transferéncia de embrides sao
importantes ferramentas para auxiliar na conservacdo de espécies ameacadas de
extingdo. Entretanto, além de requerer o conhecimento da funcdo testicular, o
desenvolvimento de técnicas de reproducao assistida requer conhecimento acurado do
funcionamento do ciclo reprodutivo da fémea e o controle preciso da atividade ovariana
(Pelican et al., 2006). Alguns progressos tém sido alcancados utilizando-se de
reproducdo assistida em felideos ameagados de extingdo, dentre eles a jaguatirica
(Swanson & Brown 2004).

A conservagdo de qualquer espécie animal exige o conhecimento acurado sobre
sua biologia reprodutiva. Existem poucos estudos abordando a biologia reprodutiva em
felideos machos. Dentre estes, ressaltamos o estudo com gatos domésticos (Felis catus),
o qual forneceu informagdes inéditas e detalhadas sobre o processo espermatogénico e
duracdo da espermatogénese nesta espécie (Franga & Godinho, 2003) e o estudo recente
com ongas pintadas (Panthera onca), sobre o processo espermatogénico e duragdo da
espermatogénese (Costa et al., 2008), constituindo-se importantes fontes de dados para

estudos futuros envolvendo a biologia reprodutiva comparada de felideos.

1.1. Jaguatirica (Leopardus pardalis)

A jaguatirica ¢ um gato de tamanho médio (7-15,8 kg de peso corporal), que
ocupa uma grande variedade de ecossistemas, desde florestas umidas até a caatinga
(Eizirik et al., 1998). A jaguatirica encontra-se distribuida geograficamente desde o sul
dos Estados Unidos (Texas) ao México, América central ¢ América do sul (IUCN,
2009). As jaguatiricas sdo sistematicamente capturadas por cagadores interessados no
alto valor comercial de suas peles. Dentre as onze subespécies existentes de Leopardus
pardalis, praticamente todas sdo consideradas em risco de extingdo (O’Brien et al.,
2005; Pelican et al., 2006; Baudi et al., 2008). No Brasil, as populag¢des de Leopardus
pardalis encontradas fora da bacia Amazonica sdo consideradas como vulneraveis a
extingdo (Machado et al., 2008). Similar as outras espécies de felideos selvagens, existe
poucos dados sobre a biologia reprodutiva do Leopardus pardalis (Morais et al., 2002;
Baudi et al., 2008).

Dessa forma, informagdes sobre a caracterizacdo dos estadios da

espermatogénese, a estimativa da duragdo do ciclo do processo espermatogénico e a
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eficiéncia espermatica, seriam uteis, uma vez que a obtencdo desses dados permite
comparacdes entre as espécies de felideos onde esses parametros ja sdo conhecidos,
como por exemplo, o gato doméstico e a onga pintada. Além disso, conforme sera visto
adiante, o conhecimento destes dados serd importante em estudos envolvendo o

transplante de espermatogonias.

2. Espermatogénese em mamiferos

O processo espermatogénico ¢ um evento ciclico complexo, altamente organizado
e coordenado, no qual as espermatogdnias diploides se diferenciam em espermatozéides
maduros. Com base em caracteristicas morfofuncionais, o processo espermatogénico
pode ser dividido em trés fases: (a) fase proliferativa ou espermatogonial, na qual as
espermatogonias passam por sucessivas e rapidas divisdes mitéticas; (b) fase meiodtica
ou espermatocitaria, na qual o material genético ¢ duplicado, recombinado e segregado,
sendo esta fase muito importante para a diversidade genética entre membros da mesma
espécie; e (c) fase de diferenciacdo ou espermiogénica, em que as células hapléides
formadas se transformam em células altamente especializadas e estruturalmente
equipadas para alcangar e fertilizar os ovocitos (Russell et al., 1990, Hess & Franca
2007).

Na fase espermatogonial (proliferativa), as espermatogonias tronco se dividem
originando outras espermatogdnias tronco ou células germinativas comprometidas com
a formagao de espermatozoides (autorrenovacdo ou diferenciagdo). As espermatogonias
tronco fazem parte de uma subpopulagdo de espermatogdnias denominadas de
indiferenciadas, compostas pelas espermatogonias Aionas (€Spermatogonias tronco),
espermatogonias Apueadss € €Spermatogonias  Aginnagss A outra subpopulagdo ¢
denominada espermatogonias diferenciadas, sendo compostas das espermatogonias A,
A,, As, A4, Intermediarias e espermatogdnias tipo B. Além desta defini¢do funcional, no
testiculo de mamiferos as espermatogdnias tronco sao morfologicamente caracterizadas
como as unicas espermatogdnias sem pontes intercelulares (de Rooij & Russell, 2000).

Trabalhos recentes, fundamentados em caracteristicas morfoldgicas, sugerem
que as espermatogonias indiferenciadas possuem localizacao preferencial (nicho) nos
tubulos seminiferos em camundongos, ratos e hamsteres (Chiarini-Garcia et al., 2001;
Chiarini-Garcia et al., 2003; Nascimento et al., 2009). Resultados semelhantes foram
obtidos utilizando-se técnica de transplante de células germinativas, o qual demonstrou

que as espermatogonias indiferenciadas se localizam preferencialmente em regides dos
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tubulos seminiferos adjacentes aos vasos sanguineos ¢ as células de Leydig (nicho) e a
medida que se diferenciam, as células resultantes se afastam dessa regido do tibulo
(Yoshida et al., 2007). Estudos recentes indicam que as células de Sertoli presentes nos
tibulos seminiferos também participam da formacdo do nicho, secretando fatores de
crescimento que regulam a autorrenovacdo das espermatogoOnias tronco, como ERM
(Ets related molecule ou ETVS - Ets variant gene 5), GDNF e FGF2, além de fatores
que promovem a diferenciacdo, como a activina A, BMP4 e SCF, enquanto as cé¢lulas
de Leydig contribuem com a secre¢do do CSF1, que também pode ser importante na
formagdo e manutencdo do nicho (Chen et al., 2005; Morrow et al., 2007; de Rooij,
2009). As espermatogonias apresentam o CSFIR e quando estes receptores sao
ativados, as espermatogdnias tronco se proliferam (Kokkinaki et al., 2009). As
moléculas que atuam na formagdo e manuten¢do do nicho sdo discutidas em recente
revisdo (Lucas et al., 2009). As espermatogonias Apueadss € A alinhadas, qUE €StA0
comprometidas com a diferenciacdo e a formacao de espermatozoéides, quando sofrem
injurias, como a irradiagdo, que quebram suas pontes citoplasmaticas, comportam-se
como espermatogonias tronco (de Rooij & Grootegoed 1998; de Rooij 2001). Neste
sentido, estudo recente usando o transplante de espermatogdnias como abordagem
experimental, confirmou que as espermatogonias Apucadas € A alinhadas POSSUEM  a
capacidade de repopularem o testiculo, de forma similar as espermatogonias tronco.
Estes autores denominaram a espermatogonias tronco Aislds d€ espermatogdnias tronco
verdadeira e as espermatogonias Ajpareadas € A alinhades d€ €Spermatogonias tronco potencial
(Nakagawa et al., 2007). Ja as espermatogonias em diferenciacdo, que anteriormente
foram consideradas irreversivelmente comprometidas com a formacao de
espermatozoides (de Rooij 2001), demonstraram (espermatogonias diferenciadas c-kit+)
possuir a capacidade de repopular e restabelecer o processo espermatogénico em
testiculos de animais receptores (Barroca et al., 2009). Conforme descrito acima, as
espermatogonias comprometidas com a diferenciagao (Aparcadas € A alinhadas), DEM COMO as
diferenciadas (c-kit+) podem, em situacdes especiais (injuria ou transplante),
adquirirem caracteristicas tipicas de espermatogonias tronco.

O processo espermatogénico ¢ formado por associagoes celulares denominadas
de estadios, que podem ser segmentados (somente um estadio por secgdo transversal)
nos mamiferos domésticos (Franca et al., 1998) ou helicoidal em alguns primatas,
incluindo o homem (Sharpe, 1994). Estas associagdes podem ser classificadas de acordo

com a morfologia dos nucleos das espermatides e associagdo das mesmas com outros
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tipos de células germinativas (morfologia tubular), sendo identificados sempre oito
estadios do ciclo do epitélio seminifero (Amann, 1962; Courot et al., 1970). Os estadios
podem ainda ser classificados de acordo com o desenvolvimento do sistema
acrossomico das espermatides (Leblond & Clermont, 1952; Russell et al., 1990; Hess &
Franca, 2007).

O processo espermatogénico dura cerca de 30 a 75 dias nos mamiferos ja
estudados (Russell et al., 1990; Franca & Russell, 1998). A duragdo deste evento ¢
considerada como uma constante biologica espécie-especifica que esta sob o controle do
gendtipo da célula germinativa (Franga et al., 1998). Também ¢ importante ser
mencionado que os valores encontrados para a duracdo da espermatogénese nas
espécies de mamiferos investigadas at¢é o presente momento (~1,5% de
aproximadamente 4.000 espécies existentes; Nowak, 1999) sugerem fortemente que
fatores filogenéticos ndo sdo determinantes para a duracdo da espermatogénese (Franca
& Cardoso, 1998; Franga et al., 2005). No entanto, consideravel nimero de estudos
sugere fortemente que as frequéncias dos estadios do ciclo, quando agrupados em pré-
meiotico e pos-meidtico, podem ser determinadas pela proximidade filogenética entre as
diferentes espécies de mamiferos (Franga & Russell, 1998; Leal & Franca, 2006;
Almeida et al., 2006).

Comparado com outros sistemas bem conhecidos de autorrenovacao do corpo, a
espermatogénese ¢ considerada como um dos que apresenta maior niimero de divisdes
celulares durante o seu desenvolvimento. Em varias espécies de mamiferos investigadas
neste aspecto, tais como ratos, camundongos, hamster, ovino e suino, uma
espermatogonia tronco passa por aproximadamente 10 divisdes celulares antes de se
tornar espermatocito, o qual sofre somente duas divisdes meidticas. Assim,
teoricamente, uma espermatogonia tronco ¢ capaz de formar até 4096 espermatozoides,
levando a producao diaria de 4 a 40 milhdes de espermatozdides por grama de testiculo
em diferentes espécies de mamiferos (Franga & Russell, 1998; de Rooij & Russell,
2000; Hess & Franga, 2007).

Outro aspecto importante que merece ser ressaltado € o fato do desenvolvimento
e funcao do epitélio seminifero estar intimamente relacionado com o desenvolvimento
dos elementos somaticos do testiculo (Franca et al., 2000). Desta forma, as células
somaticas sdo os elementos chave para a fungdo normal do sistema genital masculino
(Russell et al., 1994), sendo a célula de Sertoli considerada como o elemento mais

importante para o desenvolvimento das células germinativas (Russell & Griswold,
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1993; Hess et al., 1993, Franga et al., 1995; Hess & Franga, 2007). As células de Sertoli
desempenham inumeras funcdes, dentre as quais podem ser citadas: suporte e nutrigao
das células germinativas em desenvolvimento; compartimentalizagdo dos tibulos
seminiferos pelas juncdes de oclusdo (propiciam um microambiente protegido e
especializado para o desenvolvimento das células germinativas); secre¢do de fluidos;
proteinas e varios fatores de crescimento; fagocitose de células germinativas que
sofreram apoptose; fagocitose do excesso de citoplasma das espermatides; além de
liberagdo dos espermatozoides no interior do limen dos tibulos seminiferos (Russell &
Griswold, 1993). Pelo fato de possuirem receptores para FSH e androgenos, a célula de
Sertoli também faz a intermediacdo hormonal do processo espermatogénico (Russell et

al., 1990; Hess & Franga, 2007).

3. Transplante de espermatogonias tronco

O transplante de espermatogénias tronco ¢ uma fascinante abordagem
experimental que consiste na remogao de células tronco do testiculo do animal doador e
a inje¢do das mesmas no testiculo de um receptor. No testiculo do animal receptor estas
células irdo se desenvolver e formar espermatozdides maduros com caracteristicas
genéticas do doador. Esta promissora técnica foi inicialmente utilizada em
camundongos por Brinster e colaboradores (Brinster & Zimmermann, 1994; Brinster &
Avarbock, 1994) e tem proporcionado enormes avangos no estudo da biologia das
espermatogonias tronco € do processo espermatogénico em si, bem como das interagdes
entre células de Sertoli e as células germinativas, além de pesquisas em potencial no
campo da agricultura, preservagdo de espécies ameacadas de extingdo e medicina
reprodutiva (Dym, 1994; Hausler & Russell, 1999; Franca & Russell, 2000; Izadyar et
al., 2000; Griswold et al., 2001; McLean et al., 2001; Meachem et al., 2001; Brinster,
2002; Yoshida et al., 2004; Rodriguez-Sosa et al., 2006; Brinster, 2007; Yoshida et al.,
2007; Oatley & Brinster, 2008).

Um importante avanco da técnica de transplante foi o sucesso dos transplantes
interespecificos de espermatogoOnias tronco (rato para camundongo e hamster para
camundongo) (Clouthier et al., 1996; Ogawa et al., 1999). Nesta situa¢dao de transplante
xenogénico, os camundongos receptores sao imunodeficientes como o “nude mice”
(sem linfocitos T) ou camundongos SCID (sem linfocitos T e B). Neste sentido, células
germinativas de coelhos, cdes, animais domésticos de grande porte (suinos, bovinos e

equinos) e primatas (babuino) também foram transplantadas para testiculos de
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camundongos imunodeficientes. No entanto, embora diferentes graus de colonizagdo
tenham ocorrido, ndo foi observado o desenvolvimento da espermatogénese além da
fase espermatogonial (Dobrinski et al., 1999; Dobrinski et al., 2000; Nagano et al.,
2001). Desta forma, acredita-se que o sucesso do transplante esteja diretamente
relacionado com o grau de proximidade filogenética das espécies durante a evolugdo,
como ¢ provavelmente ilustrado pela menor eficiéncia do transplante entre hamsteres e
camundongos, comparado com o transplante entre ratos e camundongos, que
evolutivamente sdo espécies consideradas mais proximas. Outro avango significativo da
técnica do transplante de espermatogonias foi o sucesso do transplante de células
germinativas criopreservadas (Avarbock et al., 1996) e cultivadas (Brinster & Nagano,
1998; Nagano et al., 1998). Assim, com o congelamento ¢ armazenamento de células
germinativas, ¢ possivel preservar indefinidamente linhagens de células
espermatogénicas de espécies em extingdo, animais experimentais valiosos ou animais
domeésticos de alto valor zootécnico. Esta técnica também tem sido utilizada para
restaurar a espermatogénese em camundongos inférteis WW" (Ogawa et al., 2000), ou
restaurar a fertilidade do camundongo SI/SI transplantando células de Sertoli de um
camundongo normal (Shinohara et al., 2003). Mesmo com este enorme potencial de
utilizacdo, deve ser ressaltado que a eficiéncia do transplante ¢ ainda relativamente
baixa, merecendo, dessa forma, ser investigada mais acuradamente (Griswold et al.,
2001; Aponte et al., 2005; McLean, 2005; Ehmcke et al., 2006).

Recentemente, varios estudos obtiveram sucesso no transplante singénico de
animais de interesse zootécnico, como caprinos (Honaramooz et al., 2003 e 2003a),
ovinos (Rodriguez-Sosa et al., 2006 e 2009), bovinos (Izadyar et al., 2003; Herrid et al.,
2006), suinos (Mikkola et al., 2006), bem como em macacos (Schlatt et al., 2002;
Hermann et al., 2007) que em tese sdo modelos experimentais para humanos. Nestes
experimentos, as cé€lulas germinativas foram marcadas para acompanhamento do
desenvolvimento das mesmas no receptor com PKH26 (Red Fluorescent Cell Linker)
(Honaramooz et al., 2003a; Herrid et al., 2006); CFDA-SE (Carboxy Fluorescein
Diacetate Succinyl Diester) (Herrid et al., 2006, Rodriguez-Sosa et al., 2006); DBA
(Dolichos biflorus agglutinin) (Izadyar et al., 2003) e BrdU (Bromodeoxy-uridin)
(Schlatt et al., 2002). Outros estudos utilizaram ainda animais transgénicos
(Honaramooz et al., 2003a) ou animais que apresentavam defeito na espermatogénese
(Mikkola et al., 2006). Os transplantes em animais de grande porte, diferentemente dos

transplantes feitos em camundongos, que eram animais imunodeficientes (“nude mice”

18



Introdugdo e Revisdo da Literatura

ou SCID), foram feitos em animais considerados imunocompetentes. O sucesso do
transplante em animais imunocompetentes pode estar associado a barreira formada pela
célula de Sertoli no compartimento adluminal, o qual protegeria as células
espermatogénicas apds a ocorréncia da meiose. Esta hipdtese foi corroborada em
estudos de camundongos que apresentavam delecdo genética para as proteinas de juncao
de oclusao celular, como ocudinas (Saitou et al., 2000), claudinas 11 (Gow et al., 1999)
e claudinas 5 (Morrow et al., 2009), os quais mostravam tibulos seminiferos formados
somente por células de Sertoli. A barreira de célula de Sertoli ou barreira hemato-
testicular foi tema de recente revisdo (Lui & Cheng, 2007). Entretanto, a prote¢do
imunologica observada nos testiculos ndo ¢ conferida somente pela barreira da célula de
Sertoli, uma vez que conforme ¢ conhecido, as espermatogdnias transplantadas nos
lume dos tubulos seminiferos migram apds determinado periodo de tempo para o
compartimento basal, préximo a membrana basal, sem a protecdo da barreira formada
pela célula de Sertoli. Dessa forma, o CD95, sintetizado pela célula de Sertoli, ¢
candidato a imunoprote¢do observada no testiculo (Bellgrau et al., 1995), uma vez que
provavelmente provoca apoptose em linfocitos T. Atualmente, o ambiente
imunoprivilegiado observado no testiculo ¢ tido como multifatorial, envolvendo a
atuacdo de androgenos na modulagdo da resposta imune (Fijak & Meinhardt 2006).
Antes do transplante, o isolamento das células germinativas ¢ realizado através
de modificacdo do procedimento relatado por Bellvé et al. (1977), no qual as células
germinativas do animal doador sdo coletadas utilizando-se protocolo de digestdo
enzimatica dupla (colagenase associado com hialuronidase e tripsina). Apos lavagem
em meio de cultura de rotina (Dulbecco Modified Eagle Medium — DMEM), as células
espermatogénicas sdo ressuspendidas e diluidas em concentracdes consideradas
adequadas (~1 x 10”/mL), sendo as mesmas transplantadas diretamente nos tubulos
seminiferos através de micropipetas (~50 pm de didmetro) (Brinster & Avarbock, 1994;
Brinster & Zimmermann, 1994; Clouthier et al., 1996), ou na rete testis ¢ nos ductulos
eferentes (Ogawa et al.,, 1997). Em animais de grande porte, foi demonstrado que a
melhor via de transplante ¢ através da refe testis localizada na regido do mediastino
testicular (Schlatt et al., 1999; Honaramooz et al.,, 2002) ou através da rede
extratesticular, localizada entre a rede intratesticular e os ductulos eferentes situados
proximos a regido da cabega do epididimo (Rodriguez-Sosa et al., 2006 e 2009). Para
monitorar a viabilidade celular, bem como o percentual de tibulos seminiferos

preenchidos com a suspensao celular, utiliza-se o azul de tripan.
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O receptor ideal para o transplante de espermatogénias ¢ o testiculo cujos
tubulos seminiferos contém somente células de Sertoli normais. Assim, por
apresentarem células de Sertoli normais e completamente diferenciadas, os
camundongos W/W" constituem excelente modelo experimental para serem utilizados
como receptor (Kurohmaru et al., 1992). Da mesma forma, o camundongo homozigoto
mutante Luxoid (lu/lu), nos quais ocorre a perda da capacidade de autorrenovagao das
células tronco (controlado pelos genes Plzf), e que possui células de Sertoli normais,
apresenta-se também como receptor viavel para transplantes (Buaas et al. 2004). Outros
tipos de receptores com espermatogénese completa podem também serem empregados
para o transplante. No entanto, antes do transplante, estes animais devem ter sua
espermatogénese endogena deprimida. Com este objetivo, os mesmos sdo tratados com
a droga quimioterapica busulfan cerca de um més antes do transplante (Brinster &
Zimmermann, 1994). Embora a dosagem de busulfan seja muito variada nas diferentes
espécies, ou mesmo linhagens, a dosagem efetiva para destruir as células
espermatogénicas em camundongos ¢ de aproximadamente 40 mg/kg de peso corporal.
No entanto, mesmo com esta dosagem alta, nem todas as espermatogoOnias tronco sao
destruidas (Bucci & Meistrich, 1987). Desta forma, parte da espermatogénese enddogena
pode ainda persistir. Outra maneira de promover a deplecao das c€lulas germinativas ¢ a
utilizacao da irradiacdo. O indice de deplecdo pode alcancar 99% (Creemers et al.,
2002). Entretanto, esta irradia¢do, quando aplicada em todo o corpo do animal,
compromete todos os sistemas auto-renovaveis, semelhante as drogas quimioterapicas.
Dessa forma, estudos mais recentes tém irradiado somente a regido do testiculo,
mantendo-se assim a integridade fisica e funcional dos demais sistemas auto-
renovaveis. Conforme mostrado em varios trabalhos, um maior indice de deple¢do nas
células germinativas foi obtido quando o testiculo foi submetido a irradiacdo fracionada
(duas doses) (de Ruiter-Bootsma et al. 1977; van Der Meer et al. 1993; Creemers et al.,
2002).

Virias estratégias abordando tanto o doador quanto o receptor t€ém sido
empregadas visando melhorar a eficiéncia do transplante. Dentre estas podem ser
citadas a utilizacdo de drogas que diminuem a concentragdo intratesticular de
testosterona no doador (Dobrinski et al., 2001), a associagdo de tratamentos hormonais
(estradiol e leuprolide) com o busulfan (Vecino et al., 2001) ou tratamento com
busulfan em receptores na fase fetal (Brinster et al., 2003). Outras metodologias

também sdo utilizadas com o objetivo de aumentar o nimero de células tronco a ser

20



Introdugdo e Revisdo da Literatura

transplantada, como o criptorquidismo experimental (Shinohara et al., 2000; Shinohara
& Brinster, 2000), utilizacdo de doadores e receptores mais jovens (Shinohara et al.,
2000). Neste sentido, a utilizagdo de camundongos doadores deficientes em vitamina A
ou aqueles cujos testiculos sofreram hipertermia (43° C por 15 minutos) (McLean et al.,
2002), resultaram em maior eficiéncia do transplante, quantificada através do maior
numero de colonias e drea com células espermatogénicas encontradas no receptor. Além
dessas estratégias, o enriquecimento das espermatogdnias tronco tem sido realizado
utilizando-se marcadores de superficie, os quais aumentam consideravelmente a
concentragdo de espermatogdnias tronco, tais como; integrinas [3;" e O', integrina Q.’,
CDY*, CD24", Thy—1+, c-kit, MHC-T", Stra 8, Rho'o™ (intensidade baixa de rodamina 123 ﬂuorescente)’ Ep-
CAM", EE2", CDHI1, GDNF (glial cell-line derived neurotrophic factor), GFRa-1,
ERM, Plzf, Akt (Shinohara et al., 1999; Creemers et al., 2002; Kubota et al., 2003;
Yomogida et al., 2003; Buaas et al., 2004; Aponte et al., 2005; Buageaw et al., 2005;
Chen et al., 2005; Khaira et al., 2005; McLean, 2005; Hess et al., 2006; Lee et al., 2007;
Tokuda et al., 2007; Kokkinaki et al., 2009), aumentando bastante a eficiéncia do
transplante no testiculo do animal receptor, devido ao maior numero de
espermatogonias tronco injetadas.

Pelo fato das espermatogonias tronco inicialmente se autorrenovarem por cerca
de dez a quinze dias apos o transplante em roedores (Parreira et al., 1998; Nagano et al.,
1999; Ohta et al., 2000), a partir de aproximadamente dois meses apos o transplante ¢
possivel identificar a presenca de espermatozoides originados de espermatogdnias
tronco doadoras (Parreira et al., 1998). Esta identificagdo pode ser feita através de
transgenes marcadores (LacZ, da E. coli), que persistem por varias geragdoes sucessivas
de animais ¢ que se coram em azul através de técnicas especificas (X-gal) para a [3-
galactosidase (Brinster & Avarbock, 1994), pelo uso de animais que expressam e-GFP
nas células germinativas (Ohta et al., 2000), ou ainda, pela utilizagdo de camundongos
transgénicos Ngn3/CreERTM, CAG-CAT-Z, CAG-CAT-EGFP (Araki et al., 1995;
Kawamoto et al., 2000; Yoshida et al., 2004 ¢ 2007). Além destes marcadores, as
células germinativas, principalmente espermatides e espermatozdides de espécies
diferentes, podem também ser prontamente distinguidas no epitélio seminifero e
epididimo do receptor através de suas caracteristicas morfoldgicas, tais como, a forma e
o grau de condensacdo da cabeca da espermatide, e o posicionamento das organelas
dentro das células (Russell et al., 1996; Franga & Russell, 2000). Quando nao ¢ possivel
utilizar animais transgénicos e/ou marcadores morfoldgicos, o corante fluorescente
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PKH26 tem sido usado como alternativa para acompanhar o desenvolvimento das
c€lulas transplantadas no receptor (Honaramooz et al., 2002 e 2003a; Herrid et al.,

2006; Lacerda et al., 2006 e 2008).
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Fungdo testicular em jaguatiricas (Leopardus pardalis)

CAPITULO 1
ESTEREOLOGIA DO TESTICULO, DURACAO DO CICLO DO EPITELIO
SEMINIFERO E PRODUCAO ESPERMATICA DIARIA EM JAGUATIRICAS
(Leopardus pardalis)

Resumo

A jaguatirica (Leopardus pardalis), a semelhanca da maioria dos felideos ¢ uma
espécie ameacada de extingdo. Para agravar essa situacdo, o conhecimento da biologia
reprodutiva da jaguatirica ¢ muito limitado. O transplante de espermatogonia tronco ¢
uma técnica efetiva para se investigar a espermatogénese ¢ a biologia da
espermatogonia tronco nos mamiferos. O gato doméstico (Felis catus) ¢ um modelo em
potencial de receptor para a preservagao e a propagacao de plasma germinal de felideos
em risco ou ameagados de extingdo. A caracterizagdo morfologica das células
germinativas, bem como o conhecimento da duragdo do ciclo do epitélio seminifero, sdo
ferramentas em potencial para se acompanhar o desenvolvimento das células
germinativas transplantadas. Nosso principal objetivo foi o estudo dos aspectos basicos
da estrutura do testiculo, particularmente a espermatogénese da jaguatirica. Quatro
machos adultos foram utilizados. Apds a orquiectomia unilateral, as amostras dos
testiculos foram preparadas com técnicas de rotina para analises histoldgicas,
estereoldgicas e autoradiograficas. O peso do testiculo e o indice gonadossomatico
foram de 11+0,6gr e 0,16+£0,01%, respectivamente, ao passo que o percentual ocupado
pelos tubulos seminiferos e pelas células de Leydig no parénquima testicular foi de
83+1,6 e 10+£1,5%, respectivamente. Baseado no sistema acrossdmico, oito estadios
foram caracterizados e a morfologia das células germinativas foi similar & do gato
doméstico. A duracdo de um ciclo espermatogénico foi de 12,5+0,4 dias, ao passo que a
duracdo total da espermatogénese foi de 56,3+1,9 dias. O volume individual da célula
de Leydig foi de 2.500 pm?®, enquanto o nimero de células de Leydig e de Sertoli por
grama foi de 38+5x10° e 46+3x10°, respectivamente. O numero de espermatdcitos por
célula de Sertoli (eficiéncia da célula de Sertoli) foi de aproximadamente 4,5 e¢ a
produgio espermatica didria por grama de testiculo foi de 18,3+1x10°. O conhecimento
obtido no presente estudo pode auxiliar na preservagdo da jaguatirica, através da
utilizagdo do testiculo do gato doméstico para gerar e propagar o genoma desta espécie.
Palavras chave: testiculo, estereologia, eficiéncia espermatica, duracdo do ciclo

espermatogénico, jaguatirica (Leopardus pardalis).
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Abstract

Similar to most wild felids, the ocelot (Leopardus pardalis) is an endangered
species. Aggravating this situation, knowledge on the reproductive biology of the ocelot
is very limited. Germ cell transplantation is an effective technique for investigating
spermatogenesis and stem cell biology in mammals. The domestic cat is a potential
recipient model for preserving and propagating male germplasm from threatened or
endangered wild felids. The morphological characterization of germ cells and
knowledge on cycle length are potential tools for tracking the development of
transplanted germ cells. Our goal was to investigate basic aspects related to testis
structure, particularly spermatogenesis, in the ocelot. Four adult males were used. After
unilateral orchiectomy, testis samples were routinely prepared for histological,
stereological and autoradiographic analyses. Testis weight and the gonadosomatic index
were 11+0.6g and 0.16+0.01%, respectively, whereas the volume density of
seminiferous tubules and Leydig cells was 83+1.6 and 10+1.5%, respectively. Based on
the acrosomic system, eight stages of spermatogenesis were characterized and germ cell
morphology was very similar to that of domestic cats. Each spermatogenic cycle lasted
12.5+0.4 d and the entire spermatogenic process lasted 56.3+1.9 d. Individual Leydig
cell volume was 2500 pm?®, whereas the number of Leydig and Sertoli cells per testis
gram was 38+5x10° and 46+3x10°, respectively. Approximately 4.5 spermatids were
found per Sertoli cell, whereas daily sperm production per testis gram was 18.3+1x10°.
The knowledge obtained in this study could be very useful to the preservation of the
ocelot using domestic cat testes to generate and propagate the ocelot genome.
Key words: testis; stereology; spermatogenic efficiency; spermatogenic cycle length;

ocelot (Leopardus pardalis).
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1. Introducao

A jaguatirica (Leopardus pardalis) ¢ um gato de tamanho médio (7-15,8 kg),
que ocupa uma grande variedade de ecossistemas, desde florestas imidas até a caatinga
(Eizirik et al., 1998). A semelhanga da grande maioria dos felideos, as jaguatiricas sdo
consideradas como espécie ameacada de extingdo pela CITES e outros autores (O’Brien
et al., 2005; Pelican et al., 2006; Baudi et al., 2008). No Brasil, as populacdes de
Leopardus pardalis encontradas fora da bacia Amazodnica sao consideradas como
vulneraveis a extingdo (Machado et al., 2008). Conforme ocorre com outras espécies, a
perda da diversidade genética representa um sério risco para a conservagdo de felideos
selvagens ameacados de extingao (Kim et al.,, 2006). Embora o conhecimento da
biologia reprodutiva seja um parametro crucial para a preservacdo de espécies
ameacadas de extincdo, existem poucas informacdes sobre a funcdo testicular em
jaguatiricas (Morais et al., 2002; Baudi et al., 2008).

A caracterizagdo dos estadios do ciclo do epitélio seminifero e a estimativa da
duragdo do processo espermatogénico, sdo fundamentais para determinar a eficiéncia
espermatica, bem como para permitir estudos comparativos entre diferentes espécies. A
duracao total da espermatogénese requer aproximadamente 4,5 ciclos e varia de 30 a 75
dias nos mamiferos ja estudados (Franca & Russell; 1998; Hess & Franca, 2007). Esta
duragdo geralmente ¢ constante para uma determinada espécie (Clermont, 1972) e esta
sob o controle do gendtipo da célula germinativa (Franca et al., 1998).

O transplante de espermatogonias tronco ¢ uma técnica que foi desenvolvida
recentemente e apresenta alto potencial para estudos envolvendo a biotecnologia,
producao de animais transgénicos ¢ a preservacao de estoque genético de animais
zootécnicos valiosos ou espécies ameacgadas de extingdo (Dobrinski, 2005; Khaira et al.,
2005; Brinster, 2007; Dobrinski & Travis, 2007). Atualmente, estamos desenvolvendo
estudos em nosso laboratorio com transplante de espermatogdnias tronco em felideos,
utilizando o gato doméstico (Felis catus) como receptor, sendo nosso principal objetivo
utilizar esta espécie para preservar o estoque genético de espécies ameacadas de
extingdo, inclusive a jaguatirica. Para tal finalidade, o conhecimento da fungao testicular
e da duracdo do ciclo do epitélio seminifero nesta espécie ¢ fundamental.

Pelo fato de existirem poucos trabalhos na literatura relacionados a biologia
reprodutiva em jaguatirica (Morais et al., 2002; Baudi et al., 2008), o principal objetivo

do presente trabalho foi o desenvolvimento de estudo morfologico detalhado e
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abrangente do testiculo, bem como determinar a dura¢ao do processo espermatogénico e

a eficiéncia da célula de Sertoli em jaguatiricas sexualmente maduras.

2. Material e Métodos

2.1. Animais

Quatro jaguatiricas (com idade entre 2,5 e 3,5 anos) pesando 13,8 + 1 kg foram
utilizadas. Esses animais foram mantidos no abrigo Brigitte Johnson, localizado na
cidade de Belo Horizonte (19°55°15°S; 43°56°16°°W), estado de Minas Gerais, Brasil.
Como nao foram encontradas diferengas sazonais significativa na producio espermatica
em jaguatiricas mantidas em cativeiro (Morais et al., 2002), os testiculos foram
coletados no presente estudo durante a estacdo de inverno (julho). Os animais foram
contidos e submetidos a anestesia geral, utilizando uma associacdo de cloridrato de
xilasina (Vetbrands, Sespo Industria e Comércio Ltda, Jacarei, Sdo Paulo, Brasil) e
ketamina (Konig, Konig do Brasil Ltda, Santana de Parnaiba, S3do Paulo, Brasil)
usando-se a dose de 1,1 e 10 mg/kg de peso corporal, respectivamente. Apds a
orquiectomia unilateral, os testiculos foram separados dos epididimos, pesados e
cortados longitudinalmente (com uma lamina de barbear) em pequenos fragmentos, os
quais foram fixados por imersdo em glutaraldeido 4% por 24 horas. Os fragmentos
(com 2 a 3 mm de espessura) foram preparados e incluidos em glicol metacrilato
utilizando-se técnicas de rotina para avaliacdo histologica, morfométrica e
autoradiografica. Com o objetivo de se estudar a morfologia dos espermatozoides das
jaguatiricas, estas células foram coletadas do epididimo e o esfregaco foi preparado
utilizando-se técnicas de rotina para avaliacdo e comparagdo com os esfregacos de
oncas pintadas e gatos domésticos ja disponiveis em nosso laboratorio. Todos os
procedimentos cirargicos foram efetuados por veterinario qualificado, sendo conduzidos
de acordo com protocolos aprovados pelo Comité de Etica em Experimentacdo Animal
(CETEA/UFMG:; protocolo n® 036/03) e autorizado pelo IBAMA (autorizagdo n®-
16714-1).

2.2. Injecao de timidina e preparacio do tecido
Com o objetivo de se estimar a duragdo do processo espermatogénico, antes da
orquiectomia unilateral, uma injecdo intratesticular (~0,2 mL) de timidina triciada

(thymidine [methyl-3H], com atividade especifica de 82.0 Ci/mmol, Amersham, Life
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Science, England) — um marcador especifico para sintese de DNA — foi efetuada
proximo a regido da cauda do epididimo em dois animais. Para cada animal, dois
intervalos de tempo (24 dias e 1 hora, 28 dias e 1 hora) foram considerados apos a
injecdo de timidina triciada. Os fragmentos dos testiculos (com 2 a 3 mm de espessura)
foram coletados na regido onde foi efetuada a injecao e os fragmentos foram fixados e
incluidos em resina conforme ja descrito. Para as analises autoradiograficas, as 1aminas
histologicas com secgdes (4 um) dos fragmentos dos testiculos foram mergulhadas em
emulsdo fotografica (Kodak NTB-2, Eastman Kodak Company, Rochester, NY, USA) a
43 — 45 °C. Apos a secagem por cerca de uma hora a 25 °C, as laminas foram colocadas
numa caixa selada escura e armazenadas em geladeira (4 °C), por aproximadamente
quatro semanas. Subsequentemente, estas laminas foram reveladas em solu¢cdo Kodak
D-19 na temperatura de 15 °C (Bundy, 1995) e posteriormente coradas com azul de
toluidina. As andlises foram efetuadas sob microscopia de luz, com o objetivo de se
detectar a célula germinativa mais avancada marcada (nos trés intervalos de tempo
utilizados) pela timidina triciada. As células foram consideradas marcadas quando
apresentava de quatro a cinco grios de timidina no ntcleo, na presenca de “background”

baixo ou moderado.

2.3. Estereologia

As propor¢des dos diversos componentes testiculares foram estimadas
utilizando-se reticulo com 441 intersecdes (pontos), acoplado a ocular de um
microscopio de luz. Para cada animal foram analisados 15 campos (aumento de 400X)
escolhidos aleatoriamente, perfazendo-se um total de 6615 pontos. O didmetro do
tibulo seminifero e a altura do epitélio foram medidos utilizando-se ocular
micrométrica de 10X, acoplada a objetiva de 100X, resultando em aumento final de
1000X. Foram medidos trinta tubulos arredondados, escolhidos ao acaso, para cada
animal. A altura do epitélio foi obtida do mesmo tibulo utilizado para a medida do
didmetro tubular. O comprimento total do tibulo seminifero (metros) foi obtido pela
divisdo do volume total do tibulo seminifero pelo raio ao quadrado do tibulo

multiplicado por Tt(Johnson & Neaves, 1981).

2.4. Estadios do ciclo do epitélio seminifero
Os estadios do ciclo do epitélio seminifero foram caracterizados de acordo com

o desenvolvimento do sistema acrossdmico e a morfologia do nucleo das espermatides
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em desenvolvimento (Leblond & Clermont, 1952; Russell et al., 1990). Semelhante a
onga ¢ ao gato doméstico (Costa et al., 2008), a jaguatirica também apresentou o ciclo
do epitélio seminifero composto por oito estadios. As frequéncias relativas de cada um
dos oito estadios caracterizados foram determinadas avaliando-se 150 secgoes
transversais de tibulos seminiferos, por animal, em aumento de 400X. As medidas dos
angulos dos acrossomas sobre a superficie nuclear foram obtidas em 15 células

germinativas (por animal e por estddio do ciclo) em aumento de 1000X.

2.5. Duracgao do ciclo do epitélio seminifero

As secgoes histologicas avaliadas neste estudo foram aquelas que apresentaram
melhor qualidade e o maior nimero de tubulos em secg¢des transversais. A duragdo do
ciclo espermatogénico foi estimada com base nas frequéncias relativas dos diferentes
estadios e das células germinativas marcadas mais avangadas encontrada apods a inje¢ao
de timidina triciada (nos diferentes tempos) em dois animais. A duracdo total do
processo espermatogénico levou em conta que sdo necessarios 4,5 ciclos
espermatogénicos para que este processo seja concluido, desde espermatogdnias do tipo
A até a espermiacdo (Amann & Schanbacher 1983). Como o volume do nucleo do
espermatdcito primario em paquiteno cresce de forma continua durante a profase
meiotica e estas células estdo presentes em quase todos os estadios do ciclo (Franca &
Russell, 1998; Neves et al., 2002), o tamanho dos seus nticleos foi utilizado como ponto
de referéncia, com o objetivo de se determinar de forma mais precisa a localizacdo da

célula germinativa marcada mais avangada.

2.6. Contagem e razodes entre numeros celulares

Todos os nucleos das células germinativas e os nucléolos das células de Sertoli
presentes no estadio V do ciclo foram contados em dez sec¢des transversais do tibulo
seminifero com perfis arredondados, que foram escolhidos ao acaso para cada animal.
Os nuimeros celulares obtidos foram corrigidos para o diametro nuclear ou nucleolar e
espessura do corte histoldgico, utilizando-se a formula de Abercrombie (1946),
modificada por Amann & Almquist (1962). Dessa forma, os diametros de 10 nucleos ou
nucléolos foram medidos para cada tipo celular analisado. As razdes celulares foram
obtidas a partir das contagens corrigidas obtidas no estadio V. O niimero total de células
de Sertoli por testiculo foi estimado a partir do nimero corrigido de nucléolos de células

de Sertoli por seccdo transversal do tibulo seminifero e do comprimento total de
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tubulos seminiferos por testiculo, segundo a formula empregada por Hochereau et al.,
(1978). A produgdo espermatica diaria (PED) por testiculo e por grama de testiculo
(eficiéncia espermatica) foi calculada de acordo com a seguinte férmula:

PED = Numero total de células de Sertoli por testiculo x ICS x frequéncia do estddio V (%),

Duracdo do estadio V (dias)
onde: ICS = Indice de célula de Sertoli ou eficiéncia espermatica (Franga, 1992). O
calculo do volume individual das células de Leydig foi obtido a partir da estimativa do
volume nuclear e pela proporcdo ocupada pelo nucleo e o citoplasma. O didmetro
nuclear médio destas células foi obtido com o auxilio de ocular micrométrica 10X
acoplada a objetiva de 100X, resultando em aumento final de 1000X. Trinta ntcleos de
células de Leydig foram medidos para cada animal. Os nucleos medidos foram aqueles
que se apresentaram o mais esférico possivel € com cromatina perinuclear e nucléolos
bastante evidentes. Os valores encontrados foram expressos em micrometros cubicos e
obtidos pela seguinte formula: 4/3TR?, na qual R = didmetro nuclear/2. Com a
finalidade de se determinar a proporcdo (%) entre o nlcleo e o citoplasma, foi
empregado um reticulo com 441 interseccdes (pontos), em aumento de 400X. Mil
pontos sobre o citoplasma e o nucleo das células de Leydig foram contados por animal.
O namero total de células de Leydig por testiculo foi estimado a partir do conhecimento
do volume individual das células de Leydig e o volume ocupado pelas células de Leydig

no parénquima testicular.

3. Resultados

3.1. Dados biométricos e densidade volumétrica do testiculo

Todos os dados estdo apresentados na Tabela 1. A média (xEPM) do peso
testicular para as jaguatiricas adultas foi de 11+ 0,6 grama, apresentando um indice
gonadossomatico de 0,16 + 0,01%. A densidade volumétrica dos tibulos seminiferos e
das células de Leydig foi de 83,2 £ 1,6 ¢ 9,8 £ 1,5%, respectivamente. Dessa forma, as
células de Leydig ocuparam aproximadamente 60% do compartimento intertubular. O
didmetro tubular médio e a altura do epitélio foram de 252 + 3 e 86 * 3 um,
respectivamente. O percentual médio ocupado pela tunica albuginea foi de
aproximadamente 20 + 0,02% (dado ndo mostrado). Com base no volume do

parénquima testicular (peso do testiculo menos o peso da albuginea), ¢ o volume
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ocupado pelos tibulos seminiferos nos testiculos e o didmetro tubular, o comprimento
tubular foi de 16,7 £ 0,4 e 150 = 13 m por grama de testiculo e por testiculo,
respectivamente (Tabela 1). A morfologia observada para os espermatozédides obtidos
do epididimo da jaguatirica foi similar a morfologia previamente determinada para a

onca pintada e para o gato doméstico (dado ndo mostrado).

3.2. Estadios do ciclo do epitélio seminifero e frequéncia relativa dos estadios

Os oito estadios caracterizados baseado no desenvolvimento do sistema
acrossomico (Fig. 1) foram similares aqueles previamente descritos para a onga pintada
e para o gato doméstico (Costa et al., 2008), e os mesmos estdo descritos abaixo. Com o
objetivo de melhor caracterizar estes estadios, uma vez que a vesicula acrossdmica ao se
formar vai se espalhando na superficie do nucleo, os éangulos formados pelos
acrossomas em desenvolvimento nas espermatides foram também medidos.
3.2.1. — Estaddio 1. Duas geragdes de espermatides foram observadas, incluindo
espermatides arredondadas e espermatides alongadas. Uma vez que o granulo pré-
acrossomico nao pode ser visualizado neste estadio, através de microscopia de luz, as
espermatides recém-formadas foram caracterizadas pela auséncia destes granulos
acrossomicos. No entanto, o aparelho de Golgi perinuclear estava bastante evidenciado
neste estadio. Alguns feixes de espermatides alongadas presentes neste estadio estavam
localizados mais profundamente no epitélio seminifero, mais proximos da base do
epitélio do que do limen. Os nucleos das espermatogdnias do tipo A e intermedidrias
estavam localizados na base do tibulo. Espermatdcitos jovens em fase de paquiteno
encontravam-se entre as espermatides arredondadas e a membrana basal.
3.2.2. — Estadio II. As espermatides arredondadas iniciais usualmente apresentam duas
pequenas vesiculas nas quais somente ocasionalmente os granulos pré-acrossémicos
estavam presentes. No final deste estadio, os pequenos granulos pré-acrossomicos
coalesceram para formar uma grande vesicula acrossomica contendo um tnico granulo
acrossOmico e esta vesicula se encontrava em contato com o nucleo. Os feixes de
espermatides alongadas se moveram em dire¢do ao limen dos tibulos. Os nucleos dos
espermatocitos em paquitenos eram maiores do que os observados no estddio I e se
localizavam um pouco mais distante da membrana basal. Espermatogonias do tipo B e
do tipo A também estavam presentes neste estadio.
3.2.3. — Estadio III. A vesicula acrossomica se espalhou levemente sobre o nucleo

durante este estadio e permaneceu arredondada. A vesicula acrossomica formou, neste
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estadio, um angulo de aproximadamente 55 + 4,3° (variando de [#2 a [I70°) sobre a
superficie nuclear. Os feixes de espermatides alongadas se dissociaram e os nucleos das
espermatides estavam localizados muito proximos do limen tubular. Espermatogonias
do tipo A, espermatocitos em fase de paquiteno com nucleos maiores, espermatides
arredondadas e espermatogdnias do tipo B estavam também presentes neste estadio. Os
nicleos das espermatogdnias do tipo B foram caracterizados por apresentarem forma
arredondada ou ovoide e pela presenca de grande quantidade de heterocromatina.

3.2.4. — Estadio IV. Uma extensa vesicula acrossomica foi observada nas espermatides
neste estddio. A vesicula acrossdmica que se estendeu sobre o nicleo comegou a se
achatar no ponto de contato com o nucleo. Neste estddio, esta vesicula acrossdmica
formou um angulo de aproximadamente 80 * 6° (variando de [b0 a [D7°) sobre a
superficie nuclear. A principal caracteristica deste estadio foi a localizacdo das
espermatides alongadas bem proximas da borda luminal sendo liberadas no limen dos
tubulos seminiferos. Corpos residuais foram observados logo abaixo das espermatides
alongadas. Os espermatdcitos em fase de pré-leptdteno, originados das espermatogonias
do tipo B estavam em contato com a membrana basal, foram outro tipo celular presente
neste estadio. De forma geral, a morfologia nuclear das espermatides arredondadas,
espermatocitos em fase de paquiteno e espermatogdnias do tipo A foram semelhantes as
descritas no estadio anterior.

3.2.5. — Estadio V. Os ntcleos das espermatides ainda permaneciam arredondados e a
vesicula acrossdmica formou um angulo de aproximadamente 100 = 10,2° (variando de
~73 a 140°). Neste estadio foi observada somente uma geragao de espermatides, as quais
formavam varias camadas localizadas na parte superior do epitélio seminifero.
Espermatogénias do tipo A raramente foram observadas. Duas geragdoes de
espermatocitos primarios foram ocasionalmente observadas — leptotenos, cujos ntcleos
estavam proximos a membrana basal; e paquitenos, localizados entre a camada de
espermatdcitos em leptoteno e as espermatides.

3.2.6. — Estadio VI. A razdo entre o eixo mais longo ou longitudinal e o mais curto
(linha transversal que atravessa o nucleo na zona equatorial) foi de aproximadamente
1,43 = 0,1. O nuacleo das espermatides comegou seu processo de alongamento e a
cromatina na espermatide jovem em alongamento se apresentou mais condensada do
que no estadio anterior. Os espermatdcitos primarios encontravam-se na transicao de

leptoteno para zigdteno e os espermatocitos em fase de paquiteno mostravam nucleos
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maiores do que os mostrados no estddio V. Espermatogonias do tipo A também foram
observadas neste estadio.

3.2.7. — Estadio VII. O processo de alongamento das espermatides estava completo
neste estadio. A razao entre o eixo mais longo e o mais curto do ntcleo foi 2,54 + 0,3. O
grau de condensagdo do nucleo (avaliado pela intensidade da coloragcdo) aumentou
durante a ultima fase deste estadio. As espermatides alongadas iniciaram a formagao de
feixes, com suas cabecas (nucleos) orientadas em direcdo ao nucleo das células de
Sertoli, usualmente localizados proximo a base dos tibulos. Os espermatdcitos
primarios jovens apresentavam caracteristicas de células em fase de zigdéteno. Ao final
deste estdgio, os espermatdcitos em paquitenos sofreram transi¢do para a fase de
dipléteno da profase meidtica. Os nucleos das espermatogonias do tipo A foram mais
frequentes e com aparéncia semelhante a descrita no estadio anterior.

3.2.8. — Estadio VIII. Os nucleos das espermdtides alongadas apresentavam forma
semelhante a observada no estadio anterior. Quando avaliado pela afinidade pela
coloragdo, a condensacao no nucleo ainda esta ocorrendo nesta fase. A presenga de
figuras meidticas da primeira e segunda divisdo foi a principal caracteristica deste
estadio; desta forma, espermatocitos secundarios e espermatides arredondadas iniciais
também foram vistas neste estadio. Os espermatocitos em zigdteno sofreram transicao
para espermatocitos em fase de paquiteno neste estadio. Os feixes de espermatides
alongadas estavam localizados no interior das criptas das células de Sertoli, proximo a
porcdo média do epitélio seminifero. Espermatogonias do tipo A também foram
observadas em grande ntimero.

O percentual médio de cada um dos oito estadios do ciclo do epitélio seminifero
caracterizados para a jaguatirica esta representado na figura 1. O estadio II foi o menos
frequente (5,2%), ao passo que o estadio IV, V e VII apresentaram frequéncias maiores
(18 a 21%). As frequéncias dos estddios pré-meidtico (Estddio V-VII), meiotico
(Estadio VIII) e pos-meiodtico (Estadios I-1V) do ciclo foram de 51,1; 8,9 e 40%,

respectivamente.

3.3. Duracéao do ciclo do epitélio seminifero

Os tipos de células germinativas marcadas apos a injecdo de timidina triciada
nos diferentes periodos de tempo avaliados estdo mostrados na Tabela 2; Figs. 2 e 3.
Apo6s aproximadamente 1 hora, as células germinativas marcadas mais avangadas foram

espermatocitos em fase de pré-leptoteno ou células em transicdo de pré-leptdteno para
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leptoteno (Fig. 2A e Fig. 3). Estas células foram encontradas no inicio do Estddio VI.
Com base na média do didmetro dos nucleos dos paquitenos, estas células percorreram
aproximadamente 20% deste estddio em ambos os animais analisados e estavam
localizadas no compartimento basal. Apds 24 dias, as células marcadas foram
espermatides arredondadas presentes no Estadio V, que percorreram 70% deste estadio.
Apo6s 28 dias, as células marcadas mais avancadas foram espermatides alongadas no
Estaddio I, as quais percorreram 40% deste estddio. Levando se em consideragdo as
células germinativas marcadas mais avancadas apds as injegoes de timidina triciada e a
frequéncia dos estadios, a duracdo média do ciclo do epitélio seminifero para os dois
animais investigados foi estimada em 12,5 + 0,4 dias (Tabela 2). A duragdo dos varios
estddios do ciclo foi determinada levando em conta a duracdo e o percentual de
ocorréncia de cada estadio. Assim, o estadio mais curto foi o estadio II (0,65 dias) e o
mais longo foi o estddio V (2,66 dias) (Fig. 3). Como aproximadamente 4,5 ciclos sdao
necessarios para se completar o processo espermatogénico, a duragdo total da

espermatogénese foi estimada em 56,3 + 1,9 dias.

3.4. Morfometria do testiculo

Os dados relacionados a morfometria do testiculo para a jaguatirica estdo
apresentados nas Tabelas 3 e 4. O indice meidtico (medida como o nimero de
espermatides arredondadas produzidas por espermatocito primario em fase de
paquiteno) foi de 2,9 £+ 0,1. Portanto, houve uma perda celular de 30% durante a profase
meiotica. A eficiéncia da célula de Sertoli (estimada pelo nimero de espermatides
arredondadas para cada célula de Sertoli) foi de 4,5+ 0,1. O nimero de célula de Sertoli
por grama de testiculo foi de 46 + 3 x 10° enquanto o numero destas células por
testiculo foi de 419 + 54 x 10°. Em relagdo a eficiéncia espermatogénica, a produgio
espermatica diaria por grama de testiculo e por testiculo foi de aproximadamente 18,3 +
1 e 163 + 21 x 10°, respectivamente. O valor médio do volume nuclear e tamanho das
células de Leydig (Tabela 4) foi de 421 + 16 e 2.522 + 172 um’, respectivamente, ao
passo que o numero destas c€lulas por grama de testiculo e por testiculo foi de 38 + 5 x

10° e 300 £ 20 x 10°, respectivamente.

4. Discussao
Existem poucos dados na literatura relacionados a biologia reprodutiva da
familia Felidae, na qual encontramos alguns dos predadores mais eficientes da terra, que
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atualmente se encontram ameacados ou em risco de extingdao (O’Brien et al., 2008). O
presente estudo ¢ o primeiro a reportar uma investigacdo estereoldgica e funcional
detalhada da funcgdo testicular em jaguatiricas (Leopardus pardalis) e, no nosso
conhecimento, apds o estudo sobre a onga pintada (Panthera onca) (Costa et al., 2008),
a segunda investigacdo mais detalhada e abrangente relacionada aos aspectos
histologicos e quantitativos do testiculo em felideos selvagens.

No presente estudo, os testiculos foram coletados durante o periodo de inverno
no Hemisfério Sul (Julho). Em estudo desenvolvido no Brasil com jaguatiricas adultas
mantidas em cativeiro, Morais e colaboradores (2002) observaram aumento
significativo da concentracdo de testosterona na primavera, seguido de aumento na
producao espermatica observada no verdo (embora ainda nao tenha sido significativa).
Entretanto, neste estudo, as espécies investigadas (jaguatirica, gato do mato e gato do
mato pequeno) foram capazes de reproduzirem normalmente durante todo o ano. Em
comparacdo com os dados obtidos em nosso laboratorio para onca pintada e gato
doméstico (Tabela 5), o indice gonadossomatico para a jaguatirica foi duas e trés vezes
maior, respectivamente, sugerindo assim que a jaguatirica apresenta uma estratégia
reprodutiva diferente e/ou investe mais na reprodugdo. Apesar de exibir baixa eficiéncia
da célula de Sertoli (nimero de espermatides suportadas por célula de Sertoli), a
jaguatirica possui aproximadamente 50% mais células de Sertoli por grama de testiculo
do que o gato doméstico e a onga pintada, apresentando assim eficiéncia espermatica
(produgdo espermadtica didria por grama de testiculo) ligeiramente maior do que os
valores relatados na literatura para o gato doméstico e onca pintada. Também ¢
importante ressaltar que a eficiéncia da célula de Sertoli observada na jaguatirica ¢ uma
das mais baixas encontradas nos mamiferos ja4 estudados (Hess & Franga, 2007).
Entretanto, a duracdo do ciclo espermatogénico na jaguatirica foi semelhante a
encontrada para a onga pintada e mais longa do que os valores observados para o gato
doméstico (Tabela 5), bem como para a maior parte das espécies estudadas (Hess &
Franga, 2007).

Os estadios do ciclo do epitélio seminiferos nos mamiferos podem ser
classificados com base nas modificagdes observadas na forma do nucleo da
espermatide, ocorréncia de divisdes meidticas e o arranjo das espermatides no interior
do epitélio germinativo (Courot et al., 1970; Berndtson, 1977; Franca & Godinho,
2003), ou ainda, com base no desenvolvimento do sistema acrossomico e morfologia

das espermatides em desenvolvimento (Leblond & Clermont, 1952; Russell et al., 1990;
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Costa et al., 2008). Oito estadios foram caracterizados para a jaguatirica de acordo com
o sistema acrossomico e a morfologia das c€lulas germinativas foi semelhante aquela ja
descrita para o gato doméstico (Franga & Godinho, 2003) e onga pintada (Costa et al.,
2008). A morfologia dos espermatozdides na jaguatirica também foi similar a do gato
doméstico. Dessa forma, o espermatozoide dessas duas espécies ndo pode ser
prontamente distinguido através da morfologia.

A literatura sugere fortemente que a frequéncia dos estadios pré e pos-meidticos
pode ser determinada filogeneticamente entre os membros de uma mesma familia
(Franca & Russell, 1998; Neves et al., 2002; Almeida et al., 2006). Por outro lado, a
duragdo do ciclo do epitélio seminifero ¢ geralmente considerada constante para uma
determinada espécie (Clermont, 1972) e estd sobre o controle do genotipo da célula
germinativa (Francga et al., 1998). Estudos recentes utilizando-se de técnicas de genética
molecular demonstraram que a divergéncia filogenética entre a jaguatirica e o gato
doméstico e entre a onca pintada e o gato ¢ aproximadamente de dois a cinco milhdes de
anos, respectivamente (Johnson et al., 2006; Driscoll et al., 2007; O’Brien et al., 2008).
Neste sentido, as frequéncias combinadas dos estadios pré e pos-meiodticos encontrados
para a jaguatirica foram proximos dos encontrados para o gato doméstico. Entretanto, as
duragdes de um ciclo espermatogénico e da espermatogénese total apresentaram valores
semelhantes aos obtidos para a onga pintada (Tabela 5).

Semelhante ao gato doméstico (Franga & Godinho, 2003), a tinica albuginea do
testiculo da jaguatirica ¢ muito espessa, sendo o percentual ocupado pela albuginea
maior do que os valores observados para maioria dos mamiferos ja estudados (Franga &
Russell, 1998), inclusive da onga pintada (Costa et al., 2008).

O didmetro do tibulo seminifero e a altura do epitélio seminifero encontrados na
jaguatirica foram semelhantes aos da maioria dos mamiferos ja estudados (Setchell,
1994) e nao divergiu dos valores observados para o gato doméstico (Franca & Godinho,
2003) e onca pintada (Costa et al., 2008). Por outro lado, os tibulos seminiferos no gato
doméstico ocuparam quase 90% do parénquima testicular, ao passo que esses valores
foram de aproximadamente 83% e 75% na jaguatirica e onga pintada, respectivamente
(Tabela 5). Dessa forma, o comprimento do tibulo seminifero por grama de testiculo no
gato doméstico foi quase 15% maior do que o da jaguatirica. O percentual de célula de
Leydig na jaguatirica (Tabela 4) foi maior do que o verificado para a maioria dos
mamiferos (Hess & Franca, 2007), incluindo-se os valores obtidos para o gato

doméstico (Franca & Godinho, 2003). Entretanto, embora o tamanho da célula de
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Leydig tenha sido um dos maiores encontrados nos mamiferos j& estudados, o numero
destas cé¢lulas por grama de testiculo foi semelhante ao observado para o gato doméstico
e aproximadamente um terco dos valores descritos para a onga pintada (Tabela 5).

As células germinativas normalmente sofrem apoptose durante a
espermatogénese em todos os mamiferos ja investigados, principalmente na fase
espermatogonial (regulacdo dependente da densidade) e durante a meiose,
provavelmente devido a danos nos cromossomas (Roosen-Runge, 1973; Franga &
Russell, 1998; Hess & Franca, 2007). As jaguatiricas, semelhantemente aos poucos
felideos estudados neste aspecto (Frangca & Godinho, 2003; Costa et al., 2008), bem
como todos os mamiferos ja investigados (Roosen-Runge, 1973; Franca & Russell,
1998; Hess & Franca, 2007), perdem cerca de 30% das células germinativas durante a
meiose. Entretanto, diferentemente do gato doméstico (Franca & Godinho, 2003) e
semelhante a onca pintada (Costa et al., 2008), ndo foi observada auséncia de camadas
de cé¢lulas germinativas nos tibulos seminiferos das jaguatiricas no presente estudo.

Com excecao dos gatos domésticos e de poucos gatos selvagens de pequeno
porte, quase todas as 37 espécies de felideos sdo consideradas em perigo ou ameagadas
de extingdo (O’Brien & Johnson, 2005). Levando-se em consideragdo a importancia da
propagacao de animais mantidos em cativeiro para a preservacao de espécies em perigo
de extingdo, a reproducao de gatos selvagens necessita tornar-se um componente efetivo
nos esforcos para a preservagdao das espécies (Paz et al., 2006). Atualmente, temos a
disposicdo varias técnicas de reproducdo assistida e biotecnologias que potencialmente
podem ser utilizadas na preservagdo de espécies ameacadas de extingdao (Pelican et al.,
2006; Swanson, 2006; Pukazhenthi et al., 2006; Baudi et al., 2008), como o transplante
de espermatogonia tronco de células frescas, congeladas ou mantidas em cultura (Kim
et al., 2006; Jahnukainen et al., 2007; Kubota & Brinster, 2008), enxerto de testiculos
(Rodriguez-Sosa & Dobrinski, 2009) e enxerto de agregados celulares (Honaramooz et
al., 2007). Neste sentido, estdo sendo desenvolvidos atualmente em nosso laboratério
metodologias que permitem a utilizacdo do gato doméstico como receptor para o
transplante de espermatogonia tronco, com o objetivo de preservar o plasma germinal
de felideos selvagens ameacados de extingdo, incluindo-se ai a jaguatirica.

Em resumo, no presente estudo foram obtidos importantes dados basicos e
abrangentes relacionados a funcdo testicular em jaguatirica, incluindo-se a
caracterizacao dos estadios do ciclo do epitélio seminifero, a duragdo total do processo

espermatogénico, a eficiéncia da célula de Sertoli e a eficiéncia espermatogénica.
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Portanto, além de fornecer informagdes importantes para estudos comparativos entre
felideos e outras espécies de mamiferos, o conhecimento gerado nesta investigagdo pode
ser util na preservagdo da jaguatirica (Leopardus pardalis), utilizando-se do testiculo do
gato doméstico para gerar e propagar o genoma da jaguatirica, uma vez que estas duas

espécies sdo filogeneticamente proximas.
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Fig. 1 — Estadios do ciclo do epitélio seminifero em jaguatirica (I — VIII) baseado no desenvolvimento do
acrossomo nas espermatides: espermatogonia do tipo A (A); espermatogénia do tipo B (B); espermatocito
em pré-leptoteno (P1); espermatocito em leptoteno (L); espermatocito em zigoteno (Z); espermatocito em
paquiteno (P); espermatécito em dipldteno (D); figura de meiose (M); espermatide arredondada (Ar);
espermatide em alongamento/alongada (Al); célula de Sertoli (CS); corpo residual (CR) e espermatécito
secundario (2°). O detalhe em maior aumento, presente na parte direita superior na figura 1 representa o

desenvolvimento do acrossoma nas espermatides.
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Fig. 2 — Células germinativas mais avangadas marcadas (setas) encontradas nos diferentes periodos de

tempo apos a marcagdo pela timidina triciada em jaguatirica: (A) uma hora apos a injegao, espermatocito
em fase de pré-leptoteno/leptdteno presente no inicio do estadio VI; (B) 24 dias apos a injecdo, as células
marcadas foram espermatides arredondadas localizadas na por¢do final do estadio V; (C) 28 dias apés a

injecdo, as células marcadas foram espermatides alongadas presentes na por¢do média do estadio 1.
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In B
I IT III ¢ 1V v fovI VIIT ¢ VIIT
Frequéncia (%) 83 52 8 18,5 21,3 12 17,8 8,9
Durag3o (d) 1,04 0,65 1,0 2,31 2,66 1,5 2,21 1,10

Fig. 3 — Este diagrama ilustra os oito estadios do ciclo do epitélio seminifero, caracterizados na
jaguatirica com base no sistema acrossdmico. A coluna vertical (designada em algarismo romano) indica
as associacOes celulares ou estadios presente nesta espécie. A progressdo do desenvolvimento das células
germinativas ¢ mostrada horizontalmente da esquerda para direita do diagrama. A progressdo celular
continua na coluna superior da esquerda para direita. O diagrama do ciclo espermatogénico termina com a
espermiagdo completa. Os seguintes simbolos foram usados para designar os diversos tipos de células
germinativas: espermatogdnia do tipo intermediaria (In); espermatogdnia do tipo B (B); espermatdcito
primario em pré-leptoteno (Pl); leptdteno (L); zigbteno (Z); paquiteno (P); diploteno (D); espermatdcito
secundario (M/2°). Os nimeros arabicos sdo usados para designar os passos da fase espermiogénica. As
frequéncias (%) e a duragdo (dias) de cada estadio do ciclo do epitélio seminifero sdo também mostradas.
Os tipos celulares mais avancados marcados sdo mostrados nos oito estadios do ciclo, nos trés intervalos

de tempo utilizados apos a inje¢do de timidina triciada (1 hora, 24 e 28 dias).
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Percentual médio de cada estadio do ciclo do epitélio seminifero, caracterizado de
acordo com o sistema across6mico em jaguatiricas, gato domésticos e jaguatiricas

OJaguatirica B Gato doméstico [0 Onga pintada

35 7

30 1

25 1

20 1

| I 1] v \" A Vil Vi
OJaguatirica 8,3 5,2 8 18,5 21,3 12 17,8 8,9
B Gato doméstico| 5,1 10,5 8,3 16,6 18,6 171 7 16,7
O Onga pintada 57 11,6 12 27,8 7,9 10,5 6,3 18,2

Estadios

Fig. 4 — Frequéncias (média + EPM) dos oito estadios do ciclo baseado no desenvolvimento do
acrossoma das espermatides na jaguatirica (no presente estudo; n = 4), gato doméstico (n = 25) e onga
pintada (n = 4) (Costa et al., 2008). Note que a frequéncia dos varios estadios sdo diferente nestas trés

espécies de felideos.
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Frequéncias relativas dos diferentes estadios do ciclo do epitélio seminifero
agrupados em pré-meiético, meiético e pés-meidtico em jaguatiricas, gatos
domésticos e ongas pintadas

OJaguatirica B Gatodoméstico = OOnga pintada

75 1

50 1

25 1

Pré-meiético Meidtico Pés-meiotico

Estadios

Fig. 5 — Frequéncias comparativas (média + EPM) dos estadios do ciclo agrupados em pré-meidtico
(Estadios V-VII), meidtico (Estadio VIII) e pos-meidtico (Estadios I-IV), caracterizados com base no
sistema acrossdmico em jaguatiricas (no presente estudo; n = 4), gato doméstico (n = 25) ¢ onga pintada
(n = 4) (Costa et al.,, 2008). As frequéncias foram similares na jaguatirica e gato doméstico,

particularmente as frequéncias do estadio pds-meiotico, quando comparadas com a onga pintada.

Tabela 1 — Dados biométricos € morfométricos em jaguatiricas (média = EPM).
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Tabela 2 — Duragdo (dias) do ciclo do epitélio seminifero em jaguatiricas (média +
EPM).

Animal Tempo apés Tipo celular marcado Estadio do Numero de ciclos durag@o do ciclo
a injecdo mais avang¢ado ciclo percorridos  baseado em leptotenos marcados
1 1h PIL? VI - -
27,92 d° Al’ 1 2,32 12,04
2 1h PYL? VI -
23,97d° Ar v 1,86 12,88

duragao media do ciclo baseado no PI/L = 12,5 £ 0,4 d.

* PI/L, Espermatécito priméario em pré-leptoteno/leptdteno.
® Al Espermatide alongada.
¢ Ar, Espermétide arredondada.

d Tempo total da inje¢@o de timidina triciada menos 1 h.

Tabela 3 — Contagens celulares, razdes celulares e produgdo espermatica em jaguatiricas
(média + EPM).
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Tabela 4 — Morfometria das células de Leydig em jaguatiricas (média + EPM).

Tabela 5 — Parametros comparativos relacionados com a estereologia e eventos
espermatogé€nicos em jaguatiricas, gatos domésticos ¢ ongas pintadas (sexualmente
maduros).
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CAPITULO 2
O GATO DOMESTICO (Felis catus) COMO MODELO EXPERIMENTAL
PARA O TRANSPLANTE DE ESPERMATOGONIAS TRONCO EM
FELIDEOS.

Resumo

O transplante de espermatogonias tronco apresenta enorme potencial em estudos
envolvendo biotecnologias aplicadas a reprodugdo, producdo de animais transgénicos e
preservacao de estoque genético de animais zootécnicos valiosos ou espécies ameagadas
de extingdo, podendo também ser utilizado para se investigar o processo
espermatogénico e preservar a fertilidade. Além disso, até o presente momento, esta
técnica ¢ a Unica abordagem experimental para se investigar funcionalmente a biologia
da espermatogodnia tronco. No entanto, apesar de seu alto potencial, estudos utilizando o
transplante de espermatogonias tronco com o intuito de se preservar espécies de
mamiferos silvestres sdo ainda bastante incipientes. A semelhanga da maioria dos
felideos, a jaguatirica (Leopardus pardalis) ¢ uma espécie ameagada de extingdo.
Nossos principais objetivos neste capitulo da tese foram os de se padronizarem todas as
abordagens necessarias para o transplante singénico de espermatogonias tronco entre
gatos domésticos (Felis catus) e o xenogénico de jaguatirica para o gato doméstico.
Também tivemos como objetivos avaliar no presente estudo se as células germinativas
transplantadas seriam capazes de colonizarem e se diferenciarem nos testiculos dos
gatos receptores. Pelo fato de ter apresentado resultados mais consistentes quanto a
deplegao da espermatogénese, ¢ também em relagdo a recuperagdo da mesma nos
tubulos seminiferos, em comparagdo com o tratamento utilizando o busulfan, a
irradiacdo com raios-X foi a técnica de eleicdo para se deprimir a espermatogénese
endogena dos gatos domésticos receptores. Nossos resultados mostraram que os
procedimentos de isolamento e enriquecimento das espermatogdnias tronco foram
bastante eficientes, permitindo que estas células, apds serem marcadas com o PKH26,
fossem transplantadas com sucesso através da via cirurgica (rete testis extratesticular)
por noés padronizada. Nos transplantes singénicos, os diferentes periodos de tempo por
nos utilizados (quatro a sete semanas) mostraram que nos tibulos seminiferos
analisados, as células germinativas marcadas com PKH26 foram capazes de
colonizarem e se diferenciarem até a fase de espermatides alongadas. Em relagdo ao

transplante xenogénico, pelo fato do intervalo de tempo utilizado ter sido mais amplo
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(de duas a treze semanas), células germinativas de jaguatirica, desde espermatogdnias
até espermatozoides, foram encontradas nos tibulos seminiferos e no epididimo dos
gatos domésticos avaliados. Estes resultados bastante positivos para o transplante
xenogénico demonstraram que os testiculos dos gatos receptores apresentaram ambiente
bastante propicio para o estabelecimento e o desenvolvimento do processo
espermatogénico de jaguatiricas, que divergem filogeneticamente dos gatos domésticos
em somente cerca de dois milhdes de anos. Pelo fato da familia Felidae, que ¢ formada
por 37 espécies, descender de um ancestral comum que existiu cerca de 10 — 11 milhdes
de anos atrés, os resultados inéditos e promissores encontrados no presente estudo
sugerem que o gato doméstico apresenta alto potencial para ser utilizado como animal
receptor para a preservacao do genoma de felideos selvagens.

Palavras chave: testiculo, espermatogénese, busulfan, irradiacao por raios-X, transplante
de espermatogbnias tronco, gato doméstico (Felis catus), jaguatirica (Leopardus

pardalis).
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1. Introducao

O transplante de espermatogonias tronco apresenta enorme potencial em estudos
envolvendo biotecnologias aplicadas a reproducdo, producao de animais transgénicos e
preservacao de estoque genético de animais zootécnicos valiosos ou espécies ameagadas
de extingdo (Honaramooz et al., 2003a; Dobrinski, 2005; Khaira et al., 2005; Brinster,
2007; Dobrinski & Travis, 2007; Herrid et al., 2007), além de poder ser utilizado para se
preservar a fertilidade (Mikkola et al., 2006). Esta técnica envolve a obtencdo de
suspensdao celular do testiculo doador e a injecdo desta suspensdo nos tubulos
seminiferos do testiculo receptor, que teve a espermatogénese enddgena deprimida
(através de drogas quimioterapicas ou irradiagdo) ou que seja naturalmente desprovido
de espermatogodnias tronco (ex.: camundongo mutante W/W"), onde estas células vao se
desenvolver e formar espermatozdides vidveis com caracteristicas genéticas do doador
(Oatley & Brinster, 2008). Dentre diversos importantes avangos obtidos com a
utilizacdo da técnica de transplante de espermatogénias para o testiculo de
camundongos encontra-se o transplante xenogénico envolvendo espécies comumente
estudadas em condi¢des de laboratério (rato e hamster; Clouthier et al., 1996; Ogawa et
al., 1999), espécies domésticas (coelhos, caes, animais domésticos de grande porte tais
como bovino, suino e equino) e primatas (Dobrinski et al., 1999 e 2000; Nagano et al.,
2001). Pelo fato de haver colonizacdo das espermatogonias tronco no testiculo do
receptor sem, no entanto ocorrer a diferenciacdo destas células além da fase meiotica
nos transplantes envolvendo espécies outras que ndo aquelas de laboratério, em seu
conjunto estes estudos demonstraram que o sucesso do transplante provavelmente esta
relacionado diretamente com o grau de proximidade filogenética das mesmas.

O gato doméstico (Felis catus) se apresenta como um valioso modelo em
estudos envolvendo a biologia do desenvolvimento, fisiologia e neurociéncia,
constituindo ainda importante modelo para estudos clinicos (O’brien et al., 2008). Além
disso, varios estudos recentes t€ém demonstrado que o gato doméstico pode ser usado
como importante modelo experimental para o desenvolvimento de tecnologias em
reproducdo assistida, incluindo-se inseminagdo artificial, fertilizacdo in vitro,
transferéncia de embrido, bem como criopreservacdo de espermatozoides e de embrido
(Kashiwaki et al., 2005; Pelican et al., 2006; Nagano et al., 2008).

Além das possibilidades acima mencionadas, a partir da utilizacdo do transplante
de espermatogonias tronco, o gato doméstico pode potencialmente ser empregado para a

preservacao do plasma germinal de felideos que se encontram atualmente ameacados de
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extingdo, como por exemplo, a jaguatirica (Leopardus pardalis) (O’Brien et al., 2005;
Pelican et al., 2006; Baudi et al.,, 2008) cuja funcdo testicular foi recentemente
investigada em nosso laboratorio (Silva et al., 2009).

Tendo-se em vista os importantes aspectos acima mencionados, os objetivos do
presente estudo foram os de se padronizarem as técnicas necessarias para a realizagdo
do transplante singénico de espermatogonias troncos entre gatos domésticos € o
xenogénico entre jaguatirica ¢ gato doméstico. Neste sentido, os seguintes aspectos
foram investigados: 1) deple¢do da espermatogénese endogena do testiculo receptor; 2)
isolamento e preparacdo de suspensdo celular enriquecida com espermatogdnias tronco
de gatos e jaguatiricas; 3) via de transplante da espermatogonias tronco; e 4) avaliacdo

da eficiéncia do transplante nos testiculos dos gatos receptores.

2. Material e métodos

2.1. Animais

Cinquenta gatos domésticos sem raga definida e idade variando de sete meses a
trés anos foram utilizados na padronizagdo das técnicas de transplante e no transplante
singénico entre gatos domésticos. Para o transplante xenogénico, quatro jaguatiricas
com idade entre 2,5 e 3,5 anos e pesando aproximadamente 14 kg foram utilizadas
como doadoras. Enquanto sete gatos com idade variando de 8 a 15 meses e cerca de 3,7
kg de peso corporal foram utilizados como receptores. Esses animais foram mantidos no
abrigo Brigitte Johnson, localizado na cidade de Belo Horizonte (19°55°15°S;
43°56°16°W), estado de Minas Gerais, Brasil, em condi¢gdes de iluminagdo natural, com
acesso livre a 4gua e a alimento. Antes dos diversos procedimentos utilizados, todos os
gatos receberam uma injecao intramuscular (i.m.) de cloridrato de xilazina (Vetbrands,
Sespo Industria e Comércio Ltda, Jacarei, Sdo Paulo, Brasil), associado a ketamina
(Konig, Konig do Brasil Ltda, Santana de Parnaiba, Sao Paulo, Brasil), na dosagem de
1,1 e 15 mg/kg de peso corporal, respectivamente. As jaguatiricas foram contidas e
submetidas a anestesia geral, usando a associagdo de cloridrato de xilazina (Vetbrands,
Sespo Industria e Comércio Ltda, Jacarei, Sdo Paulo, Brasil) e ketamina (K6nig, Konig
do Brasil Ltda, Santana de Parnaiba, Sao Paulo, Brasil), nas doses de 1,1 ¢ 10 mg/kg de
peso corporal, respectivamente. Todos os procedimentos cirirgicos foram realizados
por veterindrios, em hospital veterindrio local, e seguiu as orientacdes aprovadas pelo

Conselho de Etica em Experimentagio Animal da Universidade Federal de Minas
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Gerais (CETEA/UFMG; protocolo n° 036/03) e autorizado pelo IBAMA (autorizagio n®
16714-1).

2.2. Deplecao das células germinativas

2.2.1. Tratamento com busulfan

Com o objetivo de se deprimir a espermatogénese enddgena, oito gatos
domésticos foram utilizados. Quatro deles receberam uma tnica inje¢ao intraperitoneal
(i.p.) de busulfan (5; 10; 15 e 25 mg/kg), enquanto os quatro restantes receberam duas
injecdes i.p. de busulfan (5+5; 10+10; 15+15 e 25+ 25mg/kg), com intervalo de 20 dias
entre as inje¢des. Cada gato foi submetido a orquiectomia unilateral e o testiculo
removido foi usado como controle do status da espermatogénese, antes do tratamento. O
testiculo remanescente foi removido 40 dias apos a primeira inje¢ao de busulfan e tanto
o testiculo controle quanto o tratado foram preparados para analises histomorfométricas

através de microscopia de luz convencional.

2.2.2. Tratamento com irradiacido fracionada local

Em outra abordagem, visando também obter receptores vidveis para o
transplante de espermatogdnias tronco, ou seja, com espermatogénese endogena
deprimida, nove gatos foram irradiados usando o equipamento de raios-X Picker-
Andrex, operando num potencial constante de 240 kVp e a 4 mA (com medida de HVL
de 2,1 mm Cu), no CDTN/CNEN — BH. Este equipamento foi padronizado para se
aplicar a dose de 0,29 Gy min"' e um cone com didmetro de 3 c¢m foi utilizado para
colimar os raios-X e permitir que somente os testiculos fossem irradiados, protegendo
assim os tecidos e oOrgdos adjacentes. Para esse procedimento, os gatos foram
posicionados em dectbito dorsal e os membros inferiores foram estendidos caudo-
lateralmente para facilitar o alinhamento do eixo maior dos testiculos paralelamente ao
eixo maior do corpo. Apds este procedimento, os gatos receberam dose fracionada de
raios-X (1,5 + 8,0 Gy) com intervalo de 24 horas entre as doses, totalizando assim 9,5
Gy por testiculo. Os animais foram orquiectomizados 7, 13 e 17 semanas apos a
irradiagdo e rotineiramente preparados para analise histomorfométricas, conforme sera
descrito em detalhes no proximo item. Como controle do status da expermatogénese

neste experimento, utilizamos os mesmos testiculos normais obtidos no item anterior.
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2.2.3. Avaliacio da deplecdo da espermatogénese endégena

Para se avaliar os efeitos do busulfan e da irradiagdo, os fragmentos dos
testiculos foram preparados com técnicas de rotina e incluidos em resina plastica a base
de glicol metacrilato (Leica Historesin Embedding Kit, Leica Instruments). Os seguintes
parametros histométricos foram avaliados (Silva et al., 2009) nas secc¢des histologicas
obtidas dos animais tratados com busulfan: propor¢des volumétricas entre os diversos
componentes do parénquima testicular; didmetro tubular; altura do epitélio seminifero,
volume individual e numero de células de Leydig por testiculo. Quanto aos possiveis
efeitos do tratamento com busulfan e da irradiacdo com raios-X especificamente na
espermatogénese, 500 seccodes transversais dos tubulos seminiferos por testiculo foram
avaliadas. Nesta avaliacdo, expressadas em percentual, foi observado se os tibulos
seminiferos apresentavam-se normais (com espermatogénese completa), com auséncia
de alguma camada de células germinativas, ou mesmo se ndo apresentavam células

germinativas.

2.3. Preparacio e enriquecimento da suspensio celular para serem transplantadas

As células germinativas dos gatos doadores foram obtidas de ambos os testiculos
de animais puberes e adultos jovens (n=6), enquanto em jaguatiricas (n=4) estas c¢lulas
foram obtidas somente de um testiculo através de orquiectomia unilateral. Para o
isolamento das células germinativas utilizamos o procedimento de dissociagdo
enzimatica, conforme descrito por Honaramooz et al. (2002), com pequenas
modificacdes. Resumidamente, os testiculos foram digeridos com 2mg/mL de
colagenase (Sigma) dissolvida em DMEM (Dulbecco Modified Eagle Médium —
Cultilab), por 30 minutos a 35°C. O parénquima testicular dissociado foi em seguida
sedimentado em HBSS (Hank's buffered salt solution free of Ca’/Mg*) e,
subsequentemente, digerido com colagenase (2mg/mL, Sigma), hialuronidase (2mg/mL,
Sigma) e 50 pg/mL DNase I (Sigma), a 35°C por 30 min. Os tubulos seminiferos
digeridos foram lavados em HBSS, decantados e incubados em tripsina 0,25%/1mM
EDTA (Sigma) com 50pg/mL DNase I (Sigma) por 15 minutos a 35°C. Volume igual
de soro fetal bovino (FBS, Cultilab) foi adicionado para neutralizar a digestdo pela
tripsina. A suspensdo celular resultante foi filtrada numa rede de 90pm, centrifugada a
600g por 10 minutos e ressuspendida em DMEM contendo 100 mg/mL de sulfato de

estreptomicina e 100 IU/mL de penicilina, mais 5% de FBS. O enriquecimento da
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suspensao celular contendo espermatogdnias tronco foi obtido centrifugando-se a
solugdo celular em Percoll descontinuo (Cultilab), seguido pelo plaqueamento
diferencial (Rodriguez-Sosa et al., 2006; Luo et al., 2006). No plaqueamento
diferencial, as células (1 x 10* células) foram cultivadas em DMEM/F-12 (Nutrient
Mixture F-12, Gibco Life Technologies) contendo 5% de FBS, 10000U/L penicilina,
10mg/L de estreptomicina ¢ 10mM Na,HCOs. Estas placas de cultura com 60.1 cm?
foram mantidas por 12 horas a 37°C, em atmosfera de 5% de CO,. Apds 12 horas, as
células que permaneceram suspensas no meio de cultura foram coletadas (Fragdo I).
Subsequentemente, com o objetivo de se retirar as células germinativas fracamente
aderidas as células somadticas localizadas no fundo das placas, estas placas foram
tratadas com 2 mL de tripsina diluida (1:20) em DPBS, a temperatura ambiente, numa
incubadora e agitador refrigerado. As células germinativas assim obtidas foram em
seguida coletadas (Fragdo II). Ja as células somaticas, que ficaram firmemente aderidas
na placa de cultura (Fragao III), foram descartadas. Desta forma, as células germinativas
(principalmente espermatogonias) presentes nas fragdes I e II foram utilizadas para o
transplante, conforme serd descrito adiante. O percentual de células vidveis foi

determinado pelo o azul de tripan.

2.4. Marcacao das células selecionadas

Com a finalidade de se acompanhar o desenvolvimento das células germinativas
no testiculo do animal receptor, antes do transplante nos tibulos seminiferos estas
c€lulas foram marcadas com o PKH26 (Sigma). A marcagdo com o PKH26 foi realizada
de acordo com as instrugoes do fornecedor. Resumidamente, as células foram lavadas
em DMEM, centrifugadas a 400g por 10 minutos e o “pellet” obtido foi ressuspendido
em diluente C (fornecido com o kit). Imediatamente antes da marcagdo, 20 a 30 x 10°
molar do corante PKH26 foi preparado usando o diluente C, e a solu¢do assim obtida
foi misturada cuidadosamente com as células, sendo incubado a seguir por 2 a 6 min. O
processo de marcagdo foi interrompido pela adicdo de FBS e em seguida as células
foram lavadas trés vezes em DMEM. Apds a ultima lavagem, as células foram

ressuspendidas numa concentragdo final de 4 x 107 células/mL.

2.5. Padronizacio da via de transplante
A semelhanga dos animais domésticos de grande porte (Honaramooz et al.,

2003a; Mikkola et al., 2006; Herrid et al., 2007), em gatos a rede extratesticular
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conecta-se com os ductulos eferentes na base da cabeca do epididimo (Fig. 1A-B).
Merece ser aqui mencionado que antes do transplante in vivo, testiculos frescos
dissecados (n=22) foram utilizados para se padronizar a via de transplante de
espermatogonias tronco no interior dos tubulos seminiferos (inje¢des ex vivos). Assim,
com a o auxilio de microscopio estereoscopico, a cabeca do epididimo foi
cuidadosamente separada da tunica albuginea, sendo em seguida afastada para a
exposi¢ao da rede extratesticular (Fig. 1B). Posteriormente, uma agulha fina (29 ga)
conectada a um micro injetor (Narishige IM -9B) foi introduzida dentro da rede
extratesticular (Fig. 1C), sendo em seguida injetada cuidadosamente tinta nanquim, que
serviu como marcador da eficiéncia da via de injecdo. Logo apds esta injecdo, o
testiculo foi coletado e fixado em fixador de Bouin e preparado rotineiramente para
investigacgoes histologicas (Fig. 1D-F).

Em continuidade a padronizagdo da via de transplante, outro grupo de animais
(n=12) foi submetido a abordagem cirtrgica (in vivo), utilizando-se procedimento
semelhante ao descrito por Rodriguez-Sosa et al. (2009). Resumidamente, incisdo de
aproximadamente 2 cm foi feita ao longo da superficie ventro-lateral do escroto e o
testiculo foi exposto junto com a tlinica vaginal. Posteriormente, outra incisdo na por¢ao
média da tinica albuginea, que se estendeu da cauda do epididimo ao cone vascular, foi
efetuada. Assim, semelhantemente ao descrito para a injecao ex vivo, o testiculo foi
exposto e a injecdo de corante também foi efetuada. Posteriormente, os gatos foram

orquiectomizados e os testiculos fixados em Bouin.

2.6. Transplante das células germinativas

O transplante singénico das células germinativas nos gatos receptores foi
efetuado conforme foi descrito acima para o procedimento in vivo, 50 dias apds o
animal receptor ter tido sua espermatogénese endogena deprimida. Cada testiculo
receptor (gato-gato, n=8; gato-jaguatirica, n=9) foi cuidadosamente microinjetado com
200 PL de solu¢do celular contendo 5 x 10° células germinativas (Fig. 7A) e, logo apos
a injecdo, os testiculos foram reintroduzidos na tinica albuginea, que foi suturada sem a
aposicdo completa das extremidades (Fig. 7B). O testiculo, juntamente com a albuginea,
foi reintroduzido no escroto, que posteriormente foi suturado. Apos essa abordagem, os
animais receberam 2,2 mg/kg de peso corporal, Cetoprofeno (Ketojet, Unido Quimica
Farmacéutica Nacional S/A, Embu-Guac¢u, Sao Paulo, Brasil), e 2,5 mg/kg

Enrofloxacino (Flotril, Industria Quimica Farmacéutica, Schering-Plough S/A, Rio de
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Janeiro, RJ, Brasil) por trés dias consecutivos, com a finalidade de se evitar eventuais
infecgdes decorrentes do procedimento do transplante. O transplante xenogénico de
espermatogonias tronco das jaguatiricas para gatos domésticos foi semelhante ao ja

descrito para o transplante singénico.

2.7. Avaliacao dos testiculos transplantados

Os testiculos receptores do transplante singénico foram avaliados com 3, 5 ¢ 7
semanas apds o transplante, enquanto aqueles do transplante xenogénico foram
coletados entre 2 a 13 semanas pods-transplante. Pelo fato da duragdo total do processo
espermatogénico no gato e na jaguatirica ser de aproximadamente 7 e 8 semanas,
respectivamente (Franga & Godinho, 2003; Silva et al., 2009), em tese estes intervalos
permitiriam que células germinativas pelo menos até a fase espermiogénica pudessem
ser eventualmente observadas. Vale ressaltar que, no transplante xenogénico, em cinco
dos sete gatos domésticos receptores utilizados somente um testiculo foi transplantado.
Nestes animais, o testiculo contralateral foi utilizado como controle e orquiectomizado
juntamente com aquele transplantado.

Para a avaliagdo da eficiéncia do transplante, cada testiculo foi seccionado em
quatro fragmentos. Um destes fragmentos foi digerido com colagenase e hialuronidase,
conforme ja descrito, e os tubulos seminiferos isolados foram examinados (avaliacao in
foto) para se verificar a extensdo da colonizacdo. Dois outros fragmentos foram
congelados rapidamente em nitrogénio liquido e foram seccionados em criostato
(~5um) para se investigar a eventual presenga de células marcadas pelo PKH26, através
de microscopia de fluorescéncia. Com o intuito de se avaliar a eventual presenca de
células germinativas através de microscopia de luz, o quarto fragmento foi fixado por

imersao, em solugdo de glutaraldeido 4%.

2.8. Avaliacao morfologica e morfométrica dos espermatozoides

Esta avaliacdo foi feita através de microscopia de interferéncia de contraste
diferencial (DIC) e microscopia de luz convencional. Para tal finalidade,
espermatozoides foram coletados dos epididimos nos dois gatos (regido da cabecga,
corpo e cauda), e nas duas jaguatiricas adultas os espermatozoides foram obtidos através
da técnica de eletroejaculacdo. Para cada animal, nos seus eixos transversais (largura) e
longitudinais (altura) maiores, vinte espermatozoéides tiveram suas cabecas mensuradas,

utilizando-se o programa Olympus Soft Imaging Solution GmbH. Este mesmo
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programa foi também empregado para se avaliar o comprimento da cauda (flagelo) de

vinte espermatozoides para cada um dos quatro felinos utilizados.

2.9. Analise estatistica

Todos os dados obtidos sdo apresentados como média + erro padrdo da média
(EPM) e quando pertinente foram analisados através de teste “t". Esta analise foi feita
utilizando-se o programa STATISTICA 3.1 software para Windows (StatSoft, Inc.,
Tulsa, OK, E.U.A.).

3. Resultados

3.1. Efeitos do busulfan nos testiculos

A Tabela 1 mostra os dados biométricos e morfométricos do testiculo dos seis
gatos sexualmente maduros utilizados nesta fase do estudo. Conforme pode ser
observado nesta tabela, variagdo muito pequena foi notada para o peso corporal dos
gatos avaliados no inicio e final do tratamento com busulfan. Quanto ao peso testicular,
em relagdo ao seu respectivo controle, reducdo expressiva (~40%) foi observada
somente no gato tratado que recebeu duas injecoes de busulfan na dosagem de
15+15mg/kg. No entanto, em média, incluindo-se todas as dosagens utilizadas, esta
redugdo foi de pouco mais de 5% e a mesma tendéncia foi encontrada para o indice
gonadossomatico. Em rela¢do ao didmetro tubular e a altura do epitélio seminifero, em
todos os gatos tratados houve reducdes nestes parametros e as mesmas foram mais
pronunciadas nos gatos tratados com as maiores doses. Desta forma, em média, o
didmetro tubular e a altura do epitélio seminifero diminuiram cerca de 14%. Em
decorréncia destas alteragdes, o percentual ocupado pelos tubulos seminiferos diminuiu
quase 11%, enquanto aumento da mesma magnitude foi observado para o
compartimento intertubular. Compartimento este, no qual as células de Leydig
apresentaram notdvel aumento (~75%) em seu percentual nos gatos tratados. Este
aumento relativo foi resultante da diminui¢do do compartimento tubular e de hipertrofia
(~70%) das células de Leydig nos gatos tratados, nos quais o nimero médio por
testiculo desta importante célula esteroidogénica foi praticamente o mesmo em
comparagdo com os gatos controles. Quanto ao percentual de tubulos seminiferos
afetados pelo tratamento, ou seja, desprovidos em graus variados de células

germinativas, houve um pronunciado efeito dose-dependente (Tabela 1 e Figs. 2-4). Por
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exemplo, nos animais que receberam uma dose de 5 mg/kg de busulfan e naqueles
tratados com 15+15 mg/kg o percentual de tibulos seminiferos afetados foi de 0,6 e
81,7%, respectivamente. Com o intuito de se obter deplecdo mais eficiente da
espermatogénese, também injetamos doses maiores de busulfan (25 mg e 25+25 mg) em
dois gatos adultos. No entanto, provavelmente estas doses foram muito elevadas
causando a morte destes animais, o que nos levou a buscar alternativas menos drasticas
para se deprimir a espermatogénese enddgena em gatos domésticos que sao animais
considerados muito sensiveis a determinados tipos de tratamentos, além de
permanecerem muito estressados quando mantidos em ambientes indspitos tais como

gaiolas.

3.2. Efeitos da irradiacdo nos testiculos

Os resultados referentes a biometria, morfometria e histologia dos testiculos dos
gatos irradiados encontram-se na Tabela 2 e Figura 5. Em relacdo aos gatos controles
utilizados nos estudos desenvolvidos por Franga & Godinho (2003), redugdo marcante e
na faixa de 40 a 60% foi observada para o peso dos testiculos dos animais irradiados.
Apesar de haver evidente tendéncia de menor peso testicular nos intervalos de tempo
maior apoés a irradiagdo, o indice gonadossomatico (peso conjunto dos testiculos
dividido pelo peso corporal) dos trés grupos de gatos irradiados foi de 0,03% e
aproximadamente 60% menor do que o observado para os gatos do grupo controle.
Quanto aos efeitos da irradiacdo nas células germinativas, sete semanas pos-irradiagdo o
epitélio seminifero apresentava-se quase totalmente desprovido de células da linhagem
espermatogénica. Desta forma, menos de 5% dos tubulos seminiferos continham células
germinativas, essencialmente espermatogonias, enquanto cerca de 97% dos tubulos
seminiferos mostravam somente células de Sertoli. Com treze semanas apods a
irradiagdo, considerdvel recuperacao da espermatogénese endogena foi observada e
quase 25% dos tibulos seminiferos apresentavam células germinativas de todas as trés
fases do processo espermatogénico (espermatogonial, meidtica e espermiogénica),
particularmente espermatocitos primarios e espermatogonias. J4 dezessete semanas pds-
irradiagdo, esta recuperacdo estava bem mais evidente e quase 10% dos tabulos
mostravam  espermatides  arredondadas/alongadas.  Consequentemente, menor
quantidade de tibulos apresentando somente células de Sertoli (~63%) eram

encontrados (Tabela 2 e Figura 5).
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3.3. Dissociacdo enzimatica do parénquima testicular, enriquecimento e marcacio
das espermatogonias e via de injeciao do transplante

O protocolo escolhido para a dissociagdo das c€lulas germinativas foi o utilizado
em animais doméstico de grande porte, que a exemplo do gato doméstico e da
jaguatirica apresentam quantidade considerdvel de tecido conjunto no parénquima
testicular (Honaramooz et al, 2002 e 2003b ; Izadyar et al, 2003). Apds o isolamento, as
células germinativas apresentaram viabilidade de aproximadamente 95%, viabilidade
esta, verificada pelo método de exclusdao com o azul de tripan (dado ndo mostrado) que
penetra somente nas células que estdo mortas. O enriquecimento da solugdo celular
contendo espermatogonias, dentre elas espermatogdnias tronco, foi realizado através da
utilizacao do gradiente descontinuo de Percoll, seguido do plaqueamento diferencial e
foi observado em microscopio de contraste de fase. De acordo com a andlise
morfologica das células (dado ndo mostrado), os resultados encontrados foram bastante
positivos. O protocolo por nds utilizado para a marcagdo das espermatogdnias com o
PKH26 também forneceu 6timos resultados, sendo assim bastante bem sucedido.

Conforme padronizado em abordagens ex vivo, em 80% dos testiculos a inje¢ao
de tinta nanquim, visualizada através do preenchimento de tibulos seminiferos via rede
extratesticular, foi bem sucedida (Fig. 1E). Nestes testiculos, aproximadamente 65%
dos tubulos seminiferos encontravam-se preenchidos com o corante (Fig. 1F). O
procedimento de padronizacdo in vivo apresentou resultados semelhantes ao ex vivo.
Desta forma, nos sentimos bastantes confortaveis com a utilizagdo desta metodologia in
vivo, que foi assim empregada no transplante de espermatogdnias cujos resultados

encontram-se logo a seguir.

3.4. Avaliaciao dos testiculos no transplante singénico

Conforme pode ser visualizado na Figura 6, células germinativas isoladas ou
formando grupos e marcadas com PKH26 foram observadas no tubulo seminifero de
gatos receptores com 4-5 semanas apoOs o transplante (Fig. 6A; 6B). Nos tubulos
seminiferos que foram parcialmente digeridos e analisados in tofo em menor aumento,
sete semanas apos o transplante, foi possivel evidenciar areas com grande numero de
células germinativas marcadas com o PKH26 (Fig. 6C). Mostrando a progressao das
células germinativas nos tubulos seminiferos dos gatos receptores, neste mesmo periodo
de tempo, espermatides arredondadas e alongadas marcadas com o PKH26 foram

observadas (Fig. 6D).
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Vale a pena ser ressaltado que tanto macro quanto microscopicamente, 0s
testiculos dos gatos receptores ndo apresentaram sinais evidentes de infeccdes ou outras
patologias nos diversos intervalos de tempo avaliados apds o transplante. Entretanto,
adesdo ligeira entre a tinica vaginal visceral e a tinica vaginal parietal foi

eventualmente observada.

3.5. Avaliacao dos testiculos no transplante xenogénico

Conforme ja foi mencionado no item de material ¢ métodos, do total de sete
gatos receptores dois tiveram ambos os testiculos transplantados com células
germinativas de jaguatirica, enquanto em cinco deles somente um testiculo foi
transplantado. Os resultados encontrados mostraram que apesar do peso médio dos
testiculos transplantados terem sido ligeiramente maior (7%) do que os daqueles que
ndo receberam células germinativas, a diferenca encontrada ndo foi significativa
(p>0,05).

A figura 7 ilustra as diversas etapas realizadas durante o transplante xenogénico.
A semelhanga do transplante singénico, os testiculos dos gatos receptores apresentaram-
se aparentemente normais (Figura 7C).

Tanto nas andlises dos tibulos seminiferos in toto, quanto nas avaliagdes
histologicas destes tibulos em microscopia de fluorescéncia, pudemos observar que,
embora em quantidade apenas razoavel, células germinativas do doador, marcadas com
PKH26, estavam presentes em todos os testiculos, nos diferentes periodos de tempo
utilizados neste estudo (Figura 8). Portanto, as células germinativas de jaguatiricas
foram capazes de colonizar o epitélio seminifero de gatos domésticos (Figura 8B) e se
diferenciarem em estdgios mais avangados formando espermadtides alongadas com onze
semanas pos-transplante (Fig. 8F), e mesmo espermatozédides que estavam presentes no

ducto epididimario cerca de treze semanas apds o transplante (Figura 8H).

3.6. Morfometria dos espermatozoides

Esta avaliacdo (Figura 9) mostrou que ndo houve diferenca marcante (p>0,05)
no tamanho (morfologia) da cabeca dos espermatozdides coletados nos epididimos de
gatos e de jaguatiricas. No entanto, pode ser mencionado que a cabegca do
espermatozodide da jaguatirica foi ligeiramente (~9%) mais larga (2,7+0,04 pm vs.
2,5+0,04 um) do que a do gato doméstico, que se apresentou discretamente (~8%) mais

alongada (~5,7£0,07 pm vs. 5,24+0,06 um). Quanto ao comprimento do flagelo, em
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comparagdo com o gato doméstico o mesmo foi cerca de 20% maior (p<0,05) na

jaguatirica (~50£0,2 pm vs. 59+0,4 um).

4. Discussao

Conforme comentado com muita propriedade e esperado por Dym (1994), que ¢
um dos mais tradicionais e conceituado pesquisador na area de espermatogdénias em
mamiferos, inimeros avancos ja foram realizados através da utilizagdo da técnica de
transplante de espermatogonias (Brinster, 2007; Oatley & Brinster, 2008; Schlatt et al.,
2009). Técnica esta desenvolvida em meados da década passada por Brinster e
colaboradores (Brinster & Zimmermann, 1994; Brinster & Avarbock, 1994) e que até o
presente momento ¢ a Unica abordagem experimental para se investigar funcionalmente
a biologia da espermatogdnia tronco. No entanto, apesar de seu alto potencial, estudos
utilizando o transplante de espermatogonias tronco com o intuito de se preservar
espécies de mamiferos silvestres sdo ainda bastante incipientes (Kim et al. 2006). Desta
forma, conforme sera discutido a seguir, no nosso conhecimento o presente estudo ¢ a
primeira investigagcdo a obter sucesso com a utilizagdo do transplante xenogénico de
espermatogonias para a preservagdo do plasma germinal de uma espécie de mamifero
ameacada ou em risco de extingdo, que no nosso caso especifico € a jaguatirica
(Leopardus pardalis).

Para realizar o transplante de espermatogdnias tronco € necessario inicialmente
promover a deplecdo da espermatogénese enddgena, ou utilizar animais que
naturalmente nao apresentem espermatogénese (Ogawa et al., 1997; Franca & Russell,
2000). Diversas abordagens podem ser utilizadas para se deprimir a espermatogénese
endogena, tais como o tratamento com baixas ou altas temperaturas, criptorquidismo
experimental, irradia¢do e o uso de drogas quimioterdpicas, dentre outras. No entanto, o
tratamento com o quimioterapico busulfan tem sido a metodologia mais empregada para
promover a deplecdo de células germinativas em diversas espécies de vertebrados, tanto
na fase fetal quanto em animais adultos (Avarbock et al., 1996; Fran¢a & Russell, 2000;
Brinster, 2003; Honaramooz et al. 2005; Lacerda et al., 2006; Mikkola et al. 2006;
Kanatsu-Shinohara et al., 2008; Lacerda et al., 2008). Mais recentemente, a irradiagao
local fracionada dos testiculos (com raios-X ou raios gama) também tem sido
considerada como alternativa vidvel para se promover a deplecdo da espermatogénese
enddgena em mamiferos (Izadyar et al. 2003; Honaramooz et al. 2005; Oatley et al.

2005; Kim et al., 2006 e 2008).
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Por ser mais acessivel logisticamente ¢ ndo demandar aparelhos especiais e
cuidados extremos, no presente estudo, o tratamento com busulfan foi aquele utilizado
inicialmente para se deprimir a espermatogénese endogena nos gatos domésticos
adultos investigados. Nossos resultados mostraram que este tratamento foi capaz de
afetar os tiibulos seminiferos de forma dose-dependente e, embora ndo tenha promovido
deplegdo que possa ser considerada excelente, foi mais efetivo quando os animais
receberam duas doses desta droga quimioterapica em concentragdes mais elevadas. No
entanto, a tentativa de se deprimir mais drasticamente a espermatogénese endogena
resultou-se infrutifera pelo fato de dosagens mais elevadas do que 15 mg/kg de peso
corporal terem sido letais para os gatos tratados, sugerindo em tese que a dosagem
supostamente ideal estaria muito proximo da dose letal. Além disso, como o busulfan é
uma droga que promove também imunodepressdo (Ogawa et al., 1999), os gatos
tratados devem ser muito bem cuidados nos periodos pré e pds-injecao.

A literatura mostra que as dosagens utilizadas para se deprimir de maneira
eficiente a espermatogénese ¢ muito variada nas diferentes espécies, por exemplo, em
camundongos a mesma ¢ de 40 mg/kg (Bucci & Meistrich, 1987), enquanto em tilapias
niléticas duas doses (18 + 15 mg/kg) sdo necessarias (Lacerda et al., 2006). Por outro
lado, dosagens maiores do que 10 mg/kg causam mortalidade em coiotes (Stellflug et
al., 1985), reforcando assim a sensibilidade espécie-especifica a esta droga. Merece ser
ressaltado que mesmo ndo tendo promovido deplecio bastante eficaz da
espermatogénese nos gatos domésticos por nds investigados, esta deplecdo possibilitaria
a colonizagdo do epitélio seminifero destes animais pelas espermatogonias
transplantadas, pelo fato de provavelmente existirem quantidades consideraveis de
nichos espermatogoniais disponiveis. Quanto ao grande aumento no tamanho das
células de Leydig, sem que tenha ocorrido acréscimo no nimero destas células no
testiculo remanescente dos gatos tratados, este aumento seria esperada em decorréncia
desta importante célula somatica esteroidogénica ter sido provavelmente mais
estimulada por fatores regulatorios tais como, por exemplo, o LH, resultando assim em
hipertrofia compensatdria no tamanho destas células no testiculo remanescente, apos a
realiza¢do de orquiectomia unilateral (Furuya, 1990).

A semelhanca do busulfan, a literatura mostra que os efeitos da irradiagdo sio
também espécie e dose-dependentes. Assim, em bezerros, 12 semanas ap6s a irradiagdo
uma Unica dose de 10 a 14 Gy aboliu a espermatogénese em 55% dos tubulos

seminiferos (Izadyar et al., 2003). Enquanto em camundongos doses de 1,5 + 12 Gy,
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com intervalo de 24 horas entre as mesmas, promoveu a deple¢do em 90-97% dos
tubulos seminiferos que foram avaliados 21 semanas apds a irradiagdo (de Ruiter-
Bootsma et al., 1977; Creemers et al., 2002). Ja& em gatos e caes, tratamento com
irradiacdo fracionada por trés dias consecutivos (doses diarias de 3 Gy) causou a
deplecao em ~95% e ~90% dos tubulos seminiferos, nos animais avaliados com 8 e 32
semanas apds o tratamento, respectivamente (Kim et al., 2006 e 2008). Alertando para
uma possivel alteragdo dos elementos somaticos do testiculo (ex: células de Sertoli, de
Leydig e peritubulares midides), causando assim danos irreversiveis espermatogénese,
em ratos uma Unica dose de 6 Gy resultou no bloqueio da diferenciagdo das
espermatogonias (Meistrich et al.,, 2000; Zhang et al., 2007). Desta forma, nas
condi¢des de irradiagdo acima mencionadas para esta espécie, a utilizacdo da mesma
como receptor para o transplante de células germinativas torna-se inviavel. Neste
aspecto, portanto, a irradiacdo poderia ser considerada menos apropriada do que o
busulfan, para o qual até o presente momento nao foram descritos efeitos deletérios nas
células somaticas do testiculo.

No presente estudo, a deplecdo da espermatogénese enddgena em gatos
domésticos que tiveram seus testiculos irradiados apresentou resultados bastante
positivos, conforme pode ser verificado através de acentuadas redug¢des do peso deste
orgdo e do IGS, nos animais avaliados sete semanas apoOs o tratamento. Portanto, pelo
fato de quase 100% dos tubulos seminiferos estarem desprovidos de células
germinativas, a disponibilidade de nichos para serem colonizados pelas
espermatogonias transplantadas seria bastante adequada. Por outro lado, a substancial
repopulacdo (~40%) observada nos tubulos seminiferos dos gatos avaliados 17 semanas
apOs o tratamento mostrou que os elementos somaticos do testiculo apresentavam-se
funcionalmente normais. Ainda, os resultados por nos obtidos referentes a recuperacao
da espermatogénese enddgena foram melhores do que aqueles encontrados em estudos
anteriores desenvolvidos com gatos domésticos (Kim et al., 2006), bem como em outros
mamiferos (Meistrich et al., 2000; Izadyar et al., 2003; Kim et al., 2008). Refor¢cando
assim a escolha da irradiagio como método de eleicdo para se deprimir a
espermatogénese enddgena dos gatos domésticos, que foram utilizados como receptores
nos experimentos de transplante singénico e xenogénico desenvolvidos no presente
estudo.

O processo de isolamento, bem como os resultados obtidos pela digestdo

enzimatica dos testiculos de gatos domésticos e das jaguatiricas investigadas no
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presente estudo, foram semelhantes aos descritos em estudos anteriores para animais
domésticos (Honaramooz et al., 2002, 2003a e 2003b; Izadyar et al., 2003; Kim et al.,
2006; Rodriguez-Sosa et al., 2006; Herrid et al., 2007; Kim et al., 2008; Rodriguez-Sosa
et al., 2009). Da mesma forma, os procedimentos utilizados para o enriquecimento das
espermatogonias de gatos domésticos e jaguatiricas, utilizando-se gradiente de Percoll
descontinuo, seguido de plaqueamento diferencial, mostraram resultados semelhantes
aos estudos ja desenvolvidos neste aspecto (Rodriguez-Sosa et al., 2006; Luo et al.,
2006). Embora nao tenhamos utilizado marcadores moleculares para se quantificar o
grau de enriquecimento das espermatogonias tronco das duas espécies de felideos por
nos investigadas, as espermatogonias consideradas mais indiferenciadas (dentre elas a
espermatogoOnia tronco) foram identificadas através de critérios morfoldgicos. Pois,
conforme ja descrito para bovinos (Izadyar et al., 2003; Aponte et al., 2005), estas
células germinativas podem ser facilmente identificadas pela forma arredondada e
volumosa de seu nucleo, que também apresenta nucléolo bastante evidente. Merece ser
ressaltado que mesmo para as espécies bastante investigadas neste aspecto, tais como
camundongos e ratos, para as quais ja existem alguns marcadores de espermatogdnias
tronco ou de subpopulagdes de espermatogdnias indiferenciadas, estes eventuais
marcadores ndo garantem que todas as espermatogoOnias tronco estariam contidas nas
populagdes celulares avaliadas e/ou selecionadas (Aponte et al., 2005; Oatley &
Brinster, 2008; Lucas et al., 2009). Por outro lado, estudos mais recentes sugerem que
as espermatogdnias tronco que estariam comprometidas com a diferenciagdo (ex:
espermatogonias pareadas e alinhadas), e mesmo aquelas consideradas ja diferenciadas
(espermatogdnias Al-4), poderiam potencialmente gerar espermatogdnias tronco
funcionais com capacidade de repopular testiculos desprovidos de espermatogénese em
decorréncia de injurias (Nakagawa et al., 2007; Barroca et al., 2009). Portanto, neste
contexto acima mencionado, seria razodvel considerar que a populagcdo de células
espermatogoniais por nos isolada e transplantada provavelmente continha numero
apreciavel de células tronco. Além disso, no nosso conhecimento, ndo existem ainda
marcadores especificos para espermatogonias tronco de gatos. Em outro contexto, com
0 objetivo de se acompanhar com precisao o desenvolvimento das células transplantadas
nos animais receptores, o PKH26, que ¢ um eficiente marcador de membrana
plasmatica (Honaramooz et al., 2002 e 2003b; Herrid et al., 2007; Lacerda et al., 2006),

foi utilizado com sucesso, conforme sera visto adiante.
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Em relagdo a via de transplante, diferentemente dos pequenos mamiferos (ratos,
camundongos ¢ hamsteres), nos animais domésticos de grande porte as espermatogonias
sao usualmente transplantadas dentro da rede intratesticular, localizada no mediastino
testicular, com o auxilio de sonda guiada por ultrassonografia (Honaramooz et al., 2002
e 2003a; Izadyar et al., 2003). Entretanto, em animais domésticos que apresentam
testiculo relativamente pequeno, como por exemplo, o gato doméstico, normalmente ¢
dificil visualizar a regido do mediastino, bem como a rede intra e extratesticular
(Rodriguez-Sosa et al., 2006). Desta forma, a semelhanca de estudos desenvolvidos com
carneiros (Rodriguez-Sosa et al., 2009), a abordagem cirurgica foi por nds utilizada para
se transplantar as espermatogonias tronco do animal doador na rede extratesticular dos
gatos domésticos receptores. No entanto, para se efetivar o transplante e todas as
abordagens cirurgicas inerentes, empregamos o microscopio estereoscopico que
possibilitou maior precisdo dos procedimentos requeridos. Ao que parece, esta
cuidadosa abordagem diminuiu bastante os riscos de alteragdes na fungdo testicular,
pelo fato da regido da rede extratesticular ser bastante vascularizada (Ogawa et al.,
1997). O que ndo ocorreu nos estudos desenvolvidos com carneiros (Rodriguez-Sosa et
al., 2009), nos quais atraso no desenvolvimento da espermatogénese foi observado, bem
como lesdes nos testiculos, sendo estas alteragdes atribuidas ao procedimento cirtrgico
que provavelmente causou lesdes locais do sistema circulatorio testicular € mesmo nos
mecanismos de termorregulagdo deste 6rgao (Rodriguez-Sosa et al., 2009).

O sucesso do transplante singénico entre gatos domésticos foi confirmado pela
presenga de células da linhagem germinativa marcadas com PKH26, em multiplas areas
dos tiibulos seminiferos, em todos os oito testiculos receptores avaliados. Assim, quatro
e cinco semanas poOs-transplante, a presenca de células germinativas marcadas com
PKH26, isoladas ou em pequenos grupos, foram observadas no epitélio seminifero,
indicando que as espermatogdnias do animal doador colonizaram efetivamente os
tabulos seminiferos, logo apds o transplante. E importante ser salientado que em
camundongos ja foi demonstrado que, apos o transplante, o processo de colonizagdo,
com a formacgdo de novas espermatogonias tronco, dura pouco menos de duas semanas,
antes destas células se comprometerem com a diferenciagdo rumo a formagdo de
espermatozoides (Parreira et al., 1998; Ohta et al., 2000). Neste sentido, pode ser
considerado que em gatos domésticos, ou mesmo em outras espécies de mamiferos,
periodo de tempo semelhante deve ocorrer apds o transplante para que as

espermatogonias colonizem os tubulos, e se diferenciem para dar continuidade ao
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processo espermatogénico. J4 com sete semanas apds o transplante, areas consideraveis
dos tibulos seminiferos, contendo células germinativas marcadas com PKH26, foram
encontradas em testiculos que foram digeridos parcialmente com enzimas apropriadas
(avaliagdo in foto). Provavelmente, estas areas devem ser resultantes da autorrenovacao
e da diferenciagdo de uma ou mais espermatogdnias tronco transplantadas (Nagano et
al., 1999). Ainda no intervalo de sete semanas, espermatides arredondadas e alongadas
foram identificadas em cortes obtidos no criostato, indicando assim que o processo de
diferenciacdo final destas células estava em curso nos tubulos seminiferos do animal
receptor. Desta forma, podemos considerar que as padronizagdes por nds efetuadas em
todas as fases requeridas, desde a preparagdo do receptor até o transplante das células
germinativas, foram revestidas de sucesso, propiciando assim a execucao do transplante
xenogénico, objetivo principal do presente estudo.

Com o objetivo de melhor acompanhar a evolu¢do da espermatogénese, e
mesmo a eventual presenca de espermatozoides nos epididimos dos gatos domésticos
transplantados com espermatogonias de jaguatirica, o intervalo de tempo utilizado na
avaliacdo do transplante xenogénico foi de duas a treze semanas. A escolha deste
intervalo de tempo partiu do conhecimento prévio de que a duragdo total do processo
espermatogénico na jaguatirica ¢ de cerca de oito semanas (Silva et al., 2009) e também
da informacdo de que o gendtipo da célula germinativa determina a duragdao deste
processo (Franga et al., 1998). Nos testiculos analisados duas semanas pds-transplante,
verificamos a presenca de células marcadas com PKH26 nos tibulos seminiferos
analisados in toto. Estes resultados foram confirmados em cortes de congelacao,
mostrando que, pelo seu tamanho e localizacdo, estas células marcadas nos tibulos
seminiferos provavelmente eram espermatogdnias. Ja os testiculos analisados com
quatro semanas, tanto in toto quanto em cortes obtidos no criostato, mostraram a
presenca de grupos de cé€lulas germinativas marcadas com o PKH26, sugerindo que,
ap6s um determinado periodo de colonizacao e expansao, estas células encontravam-se
em processo de diferenciacdo. Assim, ndo foi surpresa observar que com onze semanas
pos-transplante as células marcadas encontravam-se na fase de espermatides alongadas,
as quais eventualmente formaram espermatozdides que, embora em pequeno nimero,
foram encontrados no epididimo do gato receptor, catorze semanas poés-transplante.
Resta, no entanto, em estudos futuros, testar a fertilidade destes espermatozoides,
através de técnicas fertilizacao in vitro (Pukazhenthi et al., 2006; Baudi et al., 2008).

Outro aspecto que merece ser comentado quanto aos espermatozoides das duas espécies
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de felideos aqui investigadas, ¢ que as diferengas observadas para as dimensodes das
cabecas dos espermatozodides, e mesmo para o comprimento do flagelo, ndo foram por
nos consideradas suficientemente seguras para a distingilo dos mesmos,
impossibilitando assim, a utilizagdo de marcadores morfologicos para a identificacao
dos espermatozdides de gatos domésticos e jaguatiricas.

Em sintese, os resultados do transplante xenogénico indicaram que as
espermatogonias tronco de jaguatiricas foram capazes de colonizar os testiculos de
gatos domésticos adultos, se diferenciarem e formarem espermatozodides, apds passarem
pelas trés distintas fases do processo espermatogénico, nas quais diferentes e
importantes eventos ocorrem, tais como: a) intensa atividade mitotica (fase
espermatogonial ou proliferativa); b) ultima sintese de DNA e recombinac¢do génica
(fase meiotica ou espermatocitaria); e ¢) condensacao do nucleo, formagao do flagelo e
do acrossoma (fase espermiogénica ou de diferenciagdo). Conforme ja ¢ sabido, estas
fases requerem intrincados mecanismos regulatorios (Sharpe, 1994; Hess & Franga,
2007) que, ao que parece, foram propiciados de maneira efetiva pelo ambiente testicular
dos gatos domésticos receptores, que divergem filogeneticamente de jaguatiricas em
somente cerca de dois milhdes de anos (Johnson et al., 2006; Driscoll et al., 2007,
O’Brien et al., 2008).

Do ponto de vista evolutivo ¢ importante ser ressaltado que, de acordo com o
estabelecido na literatura, a distancia filogenética durante a evolugdo ¢ um importante
fator no sucesso do transplante xenogénico (Franga & Russell, 2000; Dobrinski, 2005).
Assim, o transplante de espermatogOnias entre espécies de roedores que sao
consideradas mais proximas filogeneticamente (ex: rato para camundongo que divergem
cerca de 10-11 milhdes de anos; Ogawa et al., 1999), resulta na formagdo de gametas
viaveis (Shinohara et al., 2006; Kanatsu-Shinohara et al., 2008). Por outro lado, o
transplante de espermatogonias tronco de animais domésticos de grande porte € mesmo
de primatas para camundongos, distantes filogeneticamente em até cerca de 110 milhdes
de anos, resultou em somente colonizacdo dos tubulos seminiferos de camundongos,
sem ocorrer a diferencia¢do destas células (Fran¢a & Russell, 2000; Dobrinski, 2005). A
familia Felidae ¢ formada por 37 espécies descendentes de um gato de tamanho médio
que existiu cerca de 10-11 milhdes de anos atras (O’Brien et al., 2008). Portanto, a
partir dos resultados inéditos bastante promissores encontrados no presente estudo,

envolvendo tanto o transplante singénico como o xenogénico de espermatogdnias
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tronco, podemos sugerir que o gato doméstico apresenta alto potencial para ser utilizado

como animal receptor na preservagao do genoma de felideos selvagens.
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Cabegado
epididimo

! |

Cabega do epididime

.00'{ r

Cabeca do epididimo

Figura 1. Padronizagdo da via de injegdo (ex vivo (A, D-F) e in vivo (B-C)) no testiculo do gato
doméstico. A) Note que o epididimo (delimitado em preto por linha descontinua) esta firmemente
aderido ao testiculo através da tunica albuginea. Para melhor visualizacdo do testiculo a tinica
vaginal parietal foi rebatida em direcdo a cauda do epididimo. B) Visualizagdo do testiculo apos
cuidadosa dissec¢do da tunica albuginea + tinica vaginal visceral com posterior liberacdo da
cabega do epididimo e exposicdo da rede extratesticular (RET), (delimitados em preto por linha
descontinua). C) Teste da eficiéncia da via de inje¢do utilizando-se agulha contendo tinta
nanquim e inserida na rede extratesticular. D) Regido de transicdo entre o ducto eferente (DE) e a
rede extratesticular (RET). O detalhe mostrado no canto superior direito desta figura indica a
regido de transicao (seta) entre a rede extratesticular (epitélio cuboidal) e o ducto epididimario
(epitélio colunar). Também indicado nesta figura encontra-se um tibulo seminifero (TS). E)
Secc¢do transversal do testiculo mostrando a rede intratesticular (RIT) delimitada em vermelho, e
inimeros tubulos seminiferos preenchidos em graus variados pela tinta nanquim. F) Seccdo
transversal de tibulos seminiferos (TS) indicando a presenca da tinta nanquim no Iimen (setas) e
também mostrando o sucesso do protocolo de inje¢ao. Coloragdo com HE (E-F). Barras: A—C ¢
E, 2 mm; D, 200um; F, 100pum.
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Figura 2. Seccdes transversais de tibulos seminiferos (TS) de gatos controle (A) e tratados com diferentes
doses (5, 10 e 15mg/kg de peso corporal) de busulfan (B-D) e orquiectomizados 40 dias apos a injecdo.
Observe que o numero de células germinativas diminuiu gradativamente com o aumento da dose de busulfan
injetada. Desta forma, o percentual de tibulos severamente afetados em relacdo a quantidade de células
germinativas por secc@o transversal de tubulo variou de 0,6 a 70%. Um aspecto que realga a diminuigdo de
células germinativas devido ao tratamento com busulfan ¢ o aumento relativo do compartimento ocupado

pelas células de Leydig (CL) nos gatos tratados, conforme evidenciado na Figura B-D. Barra = 50pum.

85



Transplante de espermatogonias tronco em gato doméstico (Felis catus) — Figuras e tabelas
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Figura 3. Seccdes transversais de tibulos seminiferos (TS) de gatos controle (A) e tratados com diferentes
doses (5+5, 10+10 e 15+15 mg/kg de peso corporal) de busulfan (B-D) e orquiectomizados 40 dias apos a
primeira injecdo. A semelhanga do tratamento com somente uma dose, também ocorreu diminuigio gradativa
e dose-dependente do nimero de células germinativas nos gatos tratados com o quimioterapico. Assim, o
percentual de tubulos severamente afetados quanto ao niumero de células germinativas por secgiio transversal
de tubulo variou de 5 a 82%. Em comparacdo com o controle, o percentual ocupado pelas células de Leydig

(CL) também foi maior nos gatos tratados. Barra = 50pum.
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Efeito do tratamento com diferentes concentragées de busulfan (mg/kg de peso
corporal) nos tubulos seminiferos de gatos domésticos
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Figura 4. Percentual de tibulos seminiferos afetados em graus variados pelo tratamento com busulfan.
Observe o nitido efeito dose-dependente do tratamento na deplecdo das células germinativas presentes

nos tubulos seminiferos de gatos domésticos sexualmente maduros.
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Figura 5. Secgdes transversais de tubulos seminiferos (TS) de gatos controle e irradiados e orquiectomizados
em diferentes intervalos de tempo poés-irradiagdo (B-D). B) Observe que, mostrando a grande eficiéncia do
tratamento, sete semanas apos a irradiagdo quase todos os tibulos (~97%) estavam desprovidos de células
germinativas e somente alguns deles (~3%) apresentavam espermatogénias. Ainda em decorréncia deste
tratamento, as células de Leydig (CL) ocupavam grande percentual do parénquima testicular. C) Nos gatos
avaliados treze semanas apos a irradiacdo houve recuperacdo da espermatogénese endogena em cerca de 1/4
dos tiibulos seminiferos e o tipo de célula germinativa mais avangada foi a espermatide alongada que estava
presente em aproximadamente 1% dos tubulos examinados. D) Com 17 semanas apés a irradiagdo a
recuperacdo da espermatogénese enddgena estava mais evidente e quase 40% dos tubulos apresentavam

células germinativas em graus variados, incluindo-se ai espermatides alongadas (~5%). Barra = 100pm.
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4 semanas apos o transplante 5 semanas apos o transplante

7 semanas apos o transplante 7 semanas apos o transplante

TS1

Figura 6. Células germinativas marcadas com PKH26 presentes nos tubulos seminiferos (TS) de gatos
receptores avaliados em diferentes periodos de tempo pds-transplante. A) Imagem sobreposta obtida a
partir de marcacao em azul do nucleo (cabeca de seta) com DAPI e da membrana celular em vermelho
com PKH26, 4 semanas pos-transplante. A célula indicada apresenta morfologia semelhante a de
espermatogonia de gato. B) Com 5 semanas apds o transplante, aglomerado de células marcadas pelo
DAPI e PKH26 (cabega de seta) era observado no epitélio dos tibulos seminiferos. C) Tubulos
seminiferos apos digestdo enzimatica parcial de testiculo de gato avaliado 7 semanas pds-transplante.
Observe evidente area de colonizagdo marcada em vermelho pelo PKH26 ao longo de grande parte de
TS2, e em menor intensidade em TS3. D) Secgdo de tibulo seminifero avaliada 7 semanas apos o
transplante onde se observa espermatides arredondadas (Ar, seta) e alongadas (Al, cabeca de seta)

marcadas pelo DAPI e PKH26. Barras: A e D = 10pm; B e C = 100pm.
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Figura 7. Procedimentos utilizados para o transplante xenogénico (jaguatirica - gato doméstico). A)

Introdugdo de agulha para a inje¢do das espermatogdnias tronco de jaguatirica adulta na rede
extratesticular (RET) de gato doméstico sexualmente maduro. Observe que a rede extratesticular fica
situada logo abaixo do pediculo vascular que apresenta forma arqueada. B) Ilustracdo da sutura da tunica
vaginal parietal (seta) que envolve o testiculo (cabeca de seta). Note que este conjunto ainda se encontra
fora do escroto situado logo acima. C) Testiculo e epididimo de gato doméstico quatro semanas apos o

transplante. Observe que este 0rgdo apresenta aparéncia normal. Barras: A e C =2 mm; B = 1,2 mm.
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Figura 8. Transplante de espermatogonias de jaguatiricas para os testiculos de gatos domésticos avaliados
em diferentes periodos de tempo. As imagens de tubulos seminiferos (A-G) e ducto epididimario (H)
mostradas foram obtidas a partir de digestdo enzimatica parcial de testiculos de gatos (A, C, E, G) e de
sobreposi¢do de marcagdo do nucleo com DAPI (em azul) e da membrana celular com o corante
fluorescente PKH26 (em vermelho) (B, D,F), estas ultimas obtidas em cortes de congelagdo. Nos tibulos
seminiferos isolados (TS) observam-se regides onde ocorreram coloniza¢des das células de jaguatirica
transplantadas e marcadas pelo PKH26, entre duas a treze semanas pos-transplante. Nos mesmos
intervalos de tempo, as imagens sobrepostas mostram epitélio seminifero contendo células germinativas
transplantadas que se encontram em diferentes fases da espermatogénese. Podendo ser evidenciadas, por
exemplo, células com morfologia semelhante a espermatogonia (G) e espermatides alongadas (Al)
indicadas na Figura 8B e F, respectivamente. Estes tipos celulares mencionados estdo também mostrados
em maior aumento no canto superior direito da Figura 8B, D, e F. Ja na Figura 8H observa-se a presenga
de espermatozoides marcados com PKH26 e localizados no lume do ducto epididimario, espermatozoides
estes também ilustrados em maior aumento no canto superior direito desta figura. Barras: A, C, E, e G =

10pum; B, D, F, e H=100um.
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GATO JAGUATIRICA

Figura 9. Imagens de espermatozdides de gatos domésticos (A e C) e de jaguatiricas (B e D), obtidas

através de microscopia de interferéncia diferencial (A e B) e de microscopia de luz convencional (C e D).
Conforme pode ser notado, ndo foram encontradas diferengas marcantes na morfologia destes gametas

entre estas duas espécies de felinos. Barra =5 pm.
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Tabela 1. Biometria e morfometria do testiculo em gatos domésticos tratados com busulfan e orquiectomizados 40 dias ap6s o inicio do

tratamento.
Dose de busulfan mg/kg de peso corporal
Parametros 5 5+ 5 10 10 + 10* 15 15 + 15* Média * EPM
Controle Tratado Controle Tratado Controle Tratado Controle Tratado Controle Tratado Controle Tratado Controle Tratado
Peso corporal (Kg) 3,60# 3,52 4,15 4,30 4,45 4.41 3,70 3,67 4,30 4,30 4,30 3,92 408+014  4,02+0,16
Peso testicular (g) 1,27 1,07 1,09 1,16 0,88 1,02 0,75 0,66 1,45 1,63 1,17 0,69 1,1%0,1 1,04 £ 0,14
indice gonadossomatico (%) 0,07 0,06 0,05 0,05 0,04 0,05 0,04 0,04 0,07 0,07 0,05 0,04  0,06+0,006 0,050,005
% de tibulos afetados 0,0 0,6 0,0 4.9 0,0 13,0 0,0 55,0 0,0 70,0 0,0 81,7
Proporgéao volumétrica (%)
Compartimento tubular 83,8 72,9 82,4 70,4 84,5 84,0 85,9 72,7 86,9 78,4 86,7 75,5 850+07 757 %20
Compartimento intertubular 16,2 27.1 17,6 29,6 15,5 16,0 14,1 27,3 13,1 21,6 13,3 24,5 150407  24,3+2,0*
Célula de Leydig 13,8 24,2 14,5 27,0 12,7 13,2 11,1 24,0 10,8 19,3 11,1 22,2 12,3£0,6  21,7+1,9*
Diametro tubular (um) 257 234 199 193 225 210 258 184 210 176 213 179 227 +10 196 + 9**
Altura do epitélio seminifero (um) 99 86 84 76 84 79 99 70 71 63 84 72 87 +4 75+ 3*
Volume da célula de Leydig (um®) 3398 5773 2871 5408 3093 5610 3934 4400 2601 4728 3603 6725 3294 +200 5540 + 335**
Célula de Leydig/testiculo (10°) 33 34 41 40 26 24 29 35 34 33 25 27 31,2+24 32,2+24

* O intervalo de tempo entre a primeira e a segunda injegdo foi de vinte dias. # Os valores mostrados para o controle e tratado referem-se aos dados obtidos para 0 mesmo

animal no inicio e final do tratamento. ** Denota significancia estatistica (p < 0,05).
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Tabela 2. Biometria e morfometria do testiculo de gatos domésticos irradiados (1,5 Gy

+ 8 Gy) e orquiectomizados em diferentes intervalos de tempo (semanas) pos-irradiagdo —_—
. Pe:
(média = EPM).
Pe:
Parametros Controle* 7 semanas 13 semanas 17 semanas Pe:
(n=13) (n=3) (n=3) (n=23) ind
Peso corporal (kg) 3,1+0,2 4,3+0,38 3,3+0,36 3,2+0,21
Peso do testiculo esquerdo (g) 1,16£0,1 0,68 +0,07 0,54+0,04 0,49+0,03 % 1
Peso do testiculo direito (g) 1,18 0,09 0,69 +0,09 0,51+0,05 0,48 £ 0,04 E
indice gonadossomatico (%) 0,078 +0,07 0,03+0,0 0,03+0,0 0,03+0,0 E
% células germinativas nos tub. semin.
Espermatogonias 3,509 45413 0,60, E
Espermatocitos primarios 0 1338 27,7451 E
Espermatides arredondadas 0 3,2+2,6 3,9+1,6 c
Espermatides alongadas 0 0,6 0,4 52+2 —_—
Somente célula de Sertoli 96,5+0,9 78,4 + 10,7 62,6 £4,9

* Refere-se aos gatos domésticos utilizados nos estudos desenvolvidos por Franga & Godinho, 2003.
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