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Resumo

SILVA, K. M. Caracteristicas histopatoldgicas e histomorfométricas testiculares associadas a
condicdo reprodutiva em touros Nelore. 2013. 29 f. Dissertacdo (Mestrado) - Faculdade de
Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade Federal de Mato Grosso do Sul, Campo
Grande, MS, 2013.

Resumo: O objetivo desse estudo foi de avaliar aspectos morfoldgicos, morfométricos e
funcionais da espermatogénese com base na condi¢do reprodutiva seminal em touros Nelore.
Foram utilizados 25 touros Bos indicus (Nelore), os quais foram classificados em aptos
(n=10) e inaptos (n=15) a reproducdo. Apds orquiectomia, fragmentos do testiculo direito de
cada animal foram processados segundo técnicas de rotina e corados com Hematoxilina e
Eosina (HE) e Acido Periddico de Shiff (PAS). As laminas foram analisadas em microscopia
de campo claro em diferentes aumentos. Os segmentos tubulares foram classificados em
quatro niveis (normal, degeneracdo leve e moderada, degeneracdo acentuada, e hipoplasia
tubular) baseados na organizacao e arquitetura do tecido tubular. Foi obtida a média da altura
do epitélio seminifero, da espessura da tunica préopria e do diametro tubular dos segmentos e
foi registrada a proporgdo de tGbulo seminifero, tecido intersticial, vaso linfatico e vaso
sanguineo dos testiculos de cada touro. Além disso, quantificou-se a frequéncia das trés
classificacbes do ciclo espermatogénico A, B e C (A=agrupamento dos estagios 1,11, e 11l que
compreendem as fases iniciais do ciclo e proliferacbes mitéticas; B= agrupamento dos
estagios V e VI que compreendem as fases intermedidrias e intensas mitoses; C=
agrupamento dos estagios VI, VII e VIII que compreendem as fases finais e de pds-meioses).
Os resultados demonstraram que as alteracbes de carater degenerativo nas células
germinativas estdo associadas a variagfes nos padrdes histomorfométricos incluindo a
densidade das estruturas que compdem o parénquima testicular e sdo mais representativas em
touros com baixa qualidade seminal. Além disso, os touros inaptos apresentaram reducao no
potencial meidtico quando comparados aos touros aptos a reproducao.

Palavras-chave: Bovino. Histopatologia. Morfometria testicular.



Abstract

SILVA, K. M. 2013. Histopathological and histomorphometric testicular characteristics
associated with reproductive condition in Nelore bulls. 2013. 29 f. Dissertacdo (Mestrado) -
Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade Federal de Mato Grosso do
Sul, Campo Grande, MS, 2013.

Abstract: The aim of this study was to evaluate morphological, morphometric and functional
aspects of spermatogenesis based on seminal reproductive conditions in Nelore bulls. The
study used 25 bulls Bos indicus (Nelore), which were classified as satisfactory (n=10) and
unsatisfactory (n=15) for reproduction. After orchiectomy, fragments of the right testis of
each animal were processed according to routine procedures and stained with hematoxylin
and eosin (HE) and periodic acid-Schiff (PAS). The slides were analyzed in bright field
microscopy at different magnifications. The tubular segments were classified into four levels
(normal, mild and moderate degeneration, severe degeneration, tubular hypoplasia) based on
the organization and architecture of the tubular tissue. The average height of the seminiferous
epithelium, the average thickness of propria tunic and the average tubular diameter were
obtained and the proportion of seminiferous tubules, interstitial tissue, lymphatic vessel and
blood vessel of each bull testicle were recorded. Furthermore, the frequency of the three
classifications of the spermatogenic cycle A, B and C (A = group of stages I, I, and 111 which
comprise the initial phases of the cycle and mitotic proliferation, B = group of stages V and
VI, which comprise intermediate phases and intensive mitosis, C = group stages VI, VII and
VIII which comprise the final phases and post-meiosis) was quantified. The results showed
that the degenerative changes in germ cells are associated with histomorphometric variations,
including those in the density of the structures that comprise the testicular parenchyma, and
are more representative in bulls with poor semen quality. In addition, the unsatisfactory bulls
for reproduction showed reduced meiotic potential compared to that of satisfactory
reproductive bulls.

Keywords: Bovine. Histopathology. Testicular morphometry.
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INTRODUCAO

Na Gltima década o Brasil tornou-se o maior exportador e segundo maior produtor de
carne bovina do mundo. No Mato Grosso do Sul, a pecuéaria de corte foi responsavel por
aproximadamente 10,0% do produto interno bruto, com perspectivas promissoras para 0s
proximos anos (Mato Grosso do Sul, 2010). Uma parcela importante desses resultados refere-
se a0 emprego de tecnologias voltadas a eficiéncia reprodutiva dos rebanhos, incluindo o
manejo sanitario, nutricional e, especialmente pelos avancos nos métodos de selecdo por
aptidao reprodutiva.

Embora a busca por novas tecnologias para maximizar o potencial reprodutivo dos
animais esteja em constante avanco, uma importante fonte de prejuizo na pecuaria de corte
ainda € o descarte de reprodutores por baixa qualidade do sémen. No Mato Grosso do Sul,
esses indices variam entre 15 a 30% em touros Nelore (Nogueira et al., 2006) e podem ser
superiores a 35% em animais de gendtipo cruzado Bos indicus x Bos taurus em outras
regibes do Brasil (Moraes et al., 1998). Neste sentido, um problema importante ainda é o
tempo de permanéncia desses touros no rebanho assim como a capacidade de recuperacdo ou
reversdo do quadro seminal. Estima-se que aproximadamente 43,0% dos touros descartados
apresentem grau avancado de lesGes degenerativas e hipoplasicas testiculares (Fernandes et
al., 2010).

A reducdo dos padrdes qualitativos seminais esta diretamente associada as condicdes da
espermatogénese, que por sua vez, responde as variacdes endocrinas e estruturais do tecido
testicular. Além disso, a producdo dos espermatozoides depende de uma coordenada divisdo
celular mitética das espermatogbnias e meidtica dos espermatdcitos, originando as
espermatides, apds sua diferenciacdo. Erros nas divisdes mitéticas ou meidticas durante a
espermatogénese ocorrem com frequéncia nos bovinos como reflexo da degeneracdo das
células germinativas, reduzindo a producao espermatica e aumentando o percentual de células
anormais (Johnson et al., 2000; Hoflack et al., 2008).

Neste contexto, a avaliacdo histologica torna-se um instrumento Util que permite
quantificar e qualificar a espermatogénese dos animais. A quantificacdo pode ser estimada por
analises morfométricas de diferentes medidas, cujo objetivo é comparar mudancas estruturais
em células e tecidos, além da densidade de certas estruturas parenquimatosas (Micklem &
Sandersons, 2001). Por outro lado, as analises qualitativas das estruturas testiculares,

sistematizadas com base na histopatologia, podem fornecer elementos importantes para o



estudo da funcdo testicular trazendo novos subsidios para a fisiopatologia da subfertilidade
em bovinos.
O objetivo desse estudo foi avaliar aspectos morfoldgicos, morfométricos e funcionais

da espermatogénese com base na condicdo reprodutiva seminal em touros Nelore.

1. Estrutura testicular

Os testiculos consistem de duas glandulas (cada qual suspensa dentro da bolsa escrotal
por um corddo espermatico e pelo masculo cremaster externo) e desenvolvem-se
retroperitonealmente na parede dorsal da cavidade abdominal. No desenvolvimento fetal eles
migram e alojam-se dentro da bolsa escrotal, ficando suspensos na extremidade do cordéao
espermatico. Durante a migracéo cada testiculo arrasta consigo um saco de membrana serosa,
a tanica vaginal, derivada do peritdnio. Essa tunica consiste em uma camada parietal exterior
e uma camada visceral interna, que recobrem a tdnica albuginea nas porcdes laterais e anterior
do testiculo (Junqueira & Carneiro, 2008).

O escroto junto com a tdnica dartos, os muasculos cremasteres e as artérias e veias
testiculares tem como funcdo a nutricdo e oxigenacdo celular, além da regulacdo da
temperatura testicular (Polguj et al., 2010) que deve permanecer de 4,0 a 5,0°C mais baixa
que a temperatura corporea (Kastelic et al., 1996).

Em touros adultos Nelore, os testiculos medem em média de 10-12 cm de
comprimento, 6-8 cm de largura e peso médio de 250-300 g (Constantinescu, 2007). No
entanto, hd uma grande variacgdo entre individuos, especialmente pela idade e peso corporal.

Histologicamente, o tecido testicular pode ser dividido em tubular e intersticial. O
tubular é constituido pelo epitélio seminifero que apresenta-se enovelado e comporta as
células das linhagens germinativas e células de Sertoli. As células de Sertoli, através de
junces de oclusdo, dividem o epitélio seminifero em dois ambientes: 0 ambiente basal, onde
localizam-se as espermatogdnias e os espermatocitos primarios na fase inicial da préfase
meidtica (pré-leptotenos), e o ambiente adluminal, no qual se encontram os espermatdcitos
primarios a partir da fase de leptoteno, espermatocitos secundarios e espermatides. Desta
forma, o ambiente adluminal esta totalmente sob o controle das células de Sertoli, propiciando
um microambiente isolado e protegido da acdo do sistema imune, essencial para o
desenvolvimento do processo espermatogénico (Russell et al., 1990; Setchell, 1991; Sharpe,
1994). No intersticio tubular, encontram-se as células de Leydig (produtoras de andrégenos),
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vasos sanguineos, vasos linfaticos, fibroblastos e terminagcfes nervosas (Rodrigues &
Favanetto, 1999).

Circundando externamente os tubulos seminiferos, encontra-se a tunica prépria a qual
consiste de uma lamina basal, revestida por um feixe multilaminar fusiforme interligado as
fibras colagenosas e elasticas, as células midides ou peritubulares que estdo relacionadas a
contracdo e adaptacdo tubulares frente as variagcdes do tecido intersticial. A tUnica propria
compreende a barreira hematotesticular (Russel et al. 1990; Trainer, 2007).

O testiculo possui basicamente duas funcBes, uma exocrina, relativa a
espermatogénese e a outra endocrina, relativa a resposta hormonal responsavel pela

diferenciacdo sexual e pelas caracteristicas sexuais secundarias (Varner & Johnson, 2007).

2. Espermatogénese

A espermatogénese € essencial para fertilidade do macho, propiciando a perpetuacéo e
diversidade genética da espécie. Esse processo ocorre nos testiculos, comecando na periferia e
progredindo em dire¢do a luz tubular, e envolve uma série complexa de divisdes e
diferenciacbes celulares onde células dipldides (espermatog6nias) diferenciam-se em uma
célula hapldide (espermatozoide) (Setchel, 1978).

De forma geral, a espermatogénese divide-se em trés fases: espermatocitogénese,
meiose e espermiogénese (Johnson et al., 2000) e no touro duram em média 21, 23 e 17 dias,
respectivamente, totalizando 61 dias (Amann, 1970).

A espermatocitogénese é a fase onde ocorre a multiplicacdo mitdtica das
espermatogonias Al, resultando em células mais diferenciadas, denominadas A2, A3, In, Bl e
B2 (Berndston & Desjardins, 1974). Posteriormente, as espermatogonias do tipo B2,
transformam-se em espermatécitos primarios, que sofrem divisdes meidticas, gerando os
espermatocitos secundarios. Estes dividem-se novamente resultando na formacdo de células
chamadas espermatides, as quais sofrem uma série de modificacbes estruturais e de
desenvolvimento dando origem aos espermatozoides, processo esse chamado de
espermiogénese (Hafez & Hafez, 2004).

Em touros Nelore, Cardoso & Godinho (1983) analisaram a forma e a posi¢ao dos
nacleos espermaticos e a presenca de divisbes meioticas em cortes transversais de tubulos
seminiferos e, com base nesses critérios classificaram o ciclo espermatogénico em oito
estagios de desenvolvimento. Neste sentido, Russel et al. (1990) salientaram que a divisdo do

ciclo espermatico em muitos estagios, apenas traz beneficios para uma pesquisa de extremo
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detalhe e que, em algumas circunstancias, pode ser prudente agrupar alguns estagios, visando
facilitar as analises.

A morfologia espermatica expressa a dinamica das transformacfes que ocorrem ao
longo da espermatogénese e transito epididimal. Variagdes no formato, compactacdo e
estrutura nucleares no espermatozoide decorrem das linhagens celulares afetadas no tubulo
seminifero. Espermatdcitos secundarios e espermatides sdo particularmente mais sensiveis,
enquanto as espermatogonias sdo mais resistentes a insulacdo (Setchel, 1978). Portanto, a
intensidade e as diferencas esperadas no espermiograma estdo na dependéncia da fase do ciclo

espermatogénico afetada.

2.1. Espermiogénese

Embora todas as etapas sejam importantes para a formacdo da célula
espermatica, a espermiogénese é a mais complexa, uma vez que envolve o reordenamento das
organelas, formacdo acrossomal, migracdo mitocondrial e formacdo da peca intermediaria e
cauda, além da organizacdo e compactacdo da cromatina nuclear (Russel et al., 1990). As
espermatides caracterizam-se por nlcleo esférico coberto por citoplasma, com destaque para o
complexo de Golgi, mitocondrias e centriolo. Pequenos corpusculos, referenciados por
granulos pré-acrossémicos, fundem-se para formar um simples granulo maior, o qual torna-se
estritamente aderido a superficie nuclear (Fawcet, 1970). Posteriormente, este granulo
expande-se ao longo do nucleo, dando origem ao sistema acrossomal, cuja fungdo primordial
é a secrecao de material glicoprotéico. Enquanto o sistema acrossomal migra para um pdlo do
nacleo, os centriolos, intimamente ligados a membrana nuclear, migram em direcdo oposta
dando origem ao flagelo ou cauda espermatica. Em seguida, o nucleo gira e o sistema
acrossomal orienta-se em dire¢do a membrana limitante do tubulo seminifero. Esta
reorientacdo € acompanhada pelo deslocamento do nucleo para a periferia do citoplasma.
Apds essa importante etapa, a cromatina nuclear comeca a condensar e torna-se mais
cromofilica (Fawcet, 1970; Russel et al., 1990).

2.2.  Fatores que controlam a espermatogénese

Entre o tecido instersticial e o interior dos tdbulos seminiferos, existe uma barreira

denominada hematotesticular, formada pelas jung¢fes ocludentes das células de Sertoli e a
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barreira de células miodides. Assim, o controle de qual substancia atravessa o epitélio, da
porcdo basal para a adluminal é realizado por essa barreira (Junqueira & Carneiro, 2008),
sendo que, na espécie bovina a camada de células midides ndo € bem desenvolvida, o que
pouco contribui para permeabilidade vascular (Hafez & Hafez, 2004).

As funcdo testicular normal requer estimulagdo hormonal pelas gonadotrofinas LH e
FSH que por sua vez, sdo controladas por secrecdes pulsateis do horménio liberador de
gonadotrofinas (GnRH) do hipotdlamo. O LH estimula as células de Leydig a produzir
androgenos, principalmente testosterona. Os andrdgenos sao secretados na corrente sanguinea
onde provocam o desenvolvimento das caracteristicas sexuais secundarias do macho, o
desenvolvimento e a manutencdo do trato reprodutivo masculino e suprimem a secrecdo de
GnRH, LH e FSH por retroalimentacdo negativa sobre as hipofise e o hipotalamo. A
testosterona também é secretada dentro do tubulo seminifero, onde grande parte é convertida
em diidrotestosterona e uma certa quantidade é convertida em estrogeno. Atua principalmente
sobre a célula de Sertoli, sendo necessaria para manutengdo da espermatogénese. (Hafez &
Hafez, 2004; Junqueira & Carneiro, 2008).

O FSH, por sua vez, estimula as células de Sertoli a produzir e liberar inibina, ativina e
a proteina transportadora de andrdgenos (ABP), esta Gltima, forma um complexo com
andrdgenos e € transportada com os espermatozoides para o epididimo que necessita de niveis
altos de andrdgenos para realizar sua funcdo normal. A inibina secretada na corrente
sanguinea tem acao de retroalimentacdo negativa sobre a secrecdo de FSH (Hall, 1994; Hafez
& Hafez, 2004).

No intersticio e no epitélio germinativo estdo presentes, além da regulacdo enddcrina,
outros niveis de interacdo entre células, mediante comunicacdo parécrina e autdcrina.
Mecanismos paracrinos ocorrem no intersticio entre células imunes, fibroblastos e Leydig,
entre células intersticiais e peritubulares, entre células mioides e de Sertoli, entre células de
Sertoli e germinativas e essas Ultimas entre si. (Gupta, 2005).

Adicionalmente, moléculas de sinalizacdo intercelular denominados fatores de
crescimento tém sido verificados em testiculos de ratos recém nascidos e pré-puberes e
também participam na regulacdo da puberdade e desenvolvimento da espermatogénese, uma
vez que estes fatores sdo produzidos pela ativacdo de determinados genes, que estimulam a
proliferacdo celular, meiose e diferenciacdo, além de atuarem no controle da puberdade e
espermatogénese (Levine, 2000).

Dentre o conjunto de moléculas que se expressam ou atuam diretamente no epitélio

seminifero destacam-se o TGF (transforming growth factor) a e . O TGFa ¢ um polipeptidio
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membro da familia EGF (epidermal growth factor) (Gnessi et al., 1997). Uma variedade de
membranas basais, proteinas da matriz extracelular, fatores ativadores do plasminogénio e
fatores de coagulacdo possuem dominios para TGF a. No rato, no camundongo e no homem o
TGF o tem sido associado ao inicio da puberdade para suportar o crescimento ativo de células
somaticas no testiculo (Itman et al., 2006). Na espermatogénese TGFa expressa-se nas células
mioides, de Leydig e de Sertoli, especialmente no periodo pré-puberal e € um importante fator
na regulacao do crescimento embrionario do testiculo (Gupta, 2005).

Em 2006, Horn et al. realizaram estudos imuno-histoquimicos em testiculos de
bovinos e demonstraram que as Unicas células germinativas do epitélio seminifero que
expressam TGFa sdo as espermatogdnias. As células em fase de pré-leptdteno na préfase
meidtica ndo expressaram este fator. Houve expressdo de TGFa no citoplasma das células de
Sertoli, mais fortemente nos tubulos degenerados, achados que estdo em concordancia com 0s
de Nakazumi et al. (1996), os quais encontraram em humanos, maior expressao de TGFa no
citoplasma das células de Sertoli de pacientes com disturbios na espermatogénese. Este fato
poderia estar relacionado a um efeito compensatorio na expressdo de TGFa, ou inapropriada

inibicdo deste fator, em virtude de um desajuste local no epitélio seminifero.

3. Alteracoes testiculares

Diversas alteracGes clinico-patoldgicas tém sido identificadas no aparelho reprodutivo
do touro e geralmente estdo associadas a reducdo da fertilidade de forma temporéaria ou
definitiva. O impacto maior dessas alteracfes incide sobre a funcdo testicular, afetando
diretamente a espermatogénese e, portanto, modificando os padrdes seminais e possivelmente
comportamentais. A degeneracdo e a hipoplasia testicular ainda constituem as principais
patologias causadoras de infertilidade ou subfertilidade no touro (Foster, 2007), em contraste
com processos como a orquite, a epididimite e as neoplasias que sdo pouco encontradas em
touros de corte (Kennedy et al., 2002)

Fernandes et al. (2010) observaram 18,6% de descarte em touros com, no minimo,
uma alteragdo no aparelho reprodutivo associada a baixa qualidade seminal. Os resultados
mostraram ainda que 89,0% dos touros inaptos apresentavam processo degenerativo
testicular, sendo que destes, 41,4% e 35,7% apresentavam grau leve ou moderado,
respectivamente, mantendo caracteristicas seminais insatisfatorias. Além disso, 7,0% dos

touros apresentaram evidéncias histologicas de hipoplasia gonadal.
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3.1.  Degeneracao testicular

Sumariamente, degeneragdo € caracterizada por aumento da perda de células
germinativas com possivel acimulo destas células no lumen tubular, adelgacamento do
epitélio seminifero e hipoespermatogénese. Conforme o processo degenerativo avanga, pode
haver perda de todas as células e espessamento da membrana basal. Estas alteracfes
histologicas sdo acompanhadas por redugdes Obvias na qualidade do sémen, levando ao
aumento da proporc¢éo de anormalidades morfoldgicas e diminuicdo da motilidade, finalmente
resultando em azoospermia no caso de degeneracdo extrema (Siew et al.,1977; Foster &
Ladds, 2007).

Em casos muito avancados, ha presenca de células gigantes e vacuolos podem ser vistos
em areas nas quais houve necrose de células germinativas (McEntee, 1990). Segundo Rao et
al. (1986), o processo degenerativo ocorre em diversos pontos do epitélio seminifero,
atingindo diferentes segmentos e pode variar desde a auséncia de lumen, hiperplasia de
células de Leydig, com a presenca apenas da membrana basal até a completa calcificacdo
epitelial.

Nos processos degenerativos, macroscopicamente, os testiculos diminuem em volume.
Na fase inicial do processo, tornam-se macios, flacidos e a superficie de corte mostra-se
palida. Nos processos cronicos, os testiculos tornam-se mais firmes a palpagdo e,
frequentemente apresentam focos de calcificacdo junto ao mediastino (McEntee, 1990).
Porém, diversas causas podem ser atribuidas as degeneracdes testiculares e nem sempre sao
diagnosticadas ao exame clinico (Foster & Ladds, 2007).

Geralmente esse processo ocorre devido a influéncia externa ao testiculo e pode ser uni
ou bilateral. Embora muitas vezes as lesdes sejam temporarias (reversiveis), aquelas que
afetam as camadas mais profundas do epitélio seminifero tendem a ser irreversiveis, pois
afetam diretamente as espermatogonias e, portanto, impedem a reposicdo continuada das

células germinativas (Foster, 2007).

3.2. Hipoplasia testicular

Hipoplasia testicular é o subdesenvolvimento congénito das gbnadas, caracterizado

por baixo nimero de células germinativas nos tdbulos seminiferos. E uma anomalia
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hereditaria causada por um par de genes recessivos de penetrancia incompleta (Langerlof,
1934).

A hipoplasia tem carater irreversivel e microscopicamente pode ser dividida em leve,
moderada e acentuada, e uni ou bilateral (Pimentel, 2001). Nos casos leves e moderados, as
lesbes tubulares, como perda das células germinativas e vacuolizagdo sdo semelhantes as
encontradas na degeneracdo, porém, geralmente ndo ha& espessamento da ldmina basal e
fibrose intersticial. Nos casos severos ou acentuados, os tabulos apresentam-se com diametro
menor e delineados por células de Sertoli e as vezes apresentam espermatogénias que nao
mostram atividade mitotica (McEntee, 1990; Foster & Ladds, 2007). A perda das células
germinativas é amplamente variavel nessa patologia. A maioria dos espermatocitos primarios
apresentam nucleos picndticos em tdbulos com a presenca de espermatides gigantes
desprendidas no lumen. Podem ser observadas células de Sertoli contendo material
eosinofilico citoplasméatico. Em alguns casos h& notada infiltracdo linfocitaria adjacente aos
tibulos com maior degeneracdo nas células germinativas (Settergren & McEntee, 1992)

4. Histomorfometria testicular

A andlise de imagem é utilizada em histopatologia para obter-se dados precisos,
mediante mensuracdo e contagem, sendo que as mensuracdes de imagens microscépicas sao
tdo antigas quanto o préprio microscopio. Informacbes importantes com implicacGes
diagnosticas e prognosticas podem ser obtidas por meio da avaliacdo morfométrica de células
e componentes teciduais. A morfometria nuclear estuda alguns pardmetros do ndcleo como
tamanho, forma e padrdo da cromatina. Essas caracteristicas sdo importantes na medicina, por
exemplo, para diferenciar células malignas das ndo malignas. Com base nessas diferencas, a
morfometria é uma técnica que pode ser utilizada para aprimorar os parametros diagndsticos e
fornecer fatores prognosticos confiaveis (Andrea et al., 2008).

No tecido testicular, as medidas morfométricas sdo empregadas com a finalidade de se
avaliar a proporgéo dos elementos que constituem o parénquima testicular, bem como indices
quantitativos de producdo espermética associados ao desenvolvimento das células que
constituem o epitélio seminifero. MensuragGes do diametro tubular e altura do epitélio
seminifero fornecem dados relevantes para a avaliacdo da eficiéncia espermatogénica, embora
haja grande variagdo no numero e nas dimensdes (didmetro e comprimento) dos tubulos

seminiferos entre diferentes espécies de mamiferos (Berndson, 1977; Russel et al., 1990).
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Atualmente, as analises histomorfométricas sdo empregadas em imagens captadas
digitalmente facilitando a criagéo e o armazenamento de um banco de diferentes categorias de
medidas nos tecidos bioldgicos (Micklem & Sandersons, 2001). As imagens digitais séo
representadas por uma matriz, cujos elementos sédo agrupados em pixels (picture elements).
Os pixels representam a unidade fundamental de formacdo de uma imagem. A partir dele,
formam-se grupos distintos de imagens que podem ser processadas por meio de mensuragoes
lineares, contagem da area e volume, determinacdo da forma, além de mensuracGes mais
complexas e multiparamétricas (Oberholzer et al., 1996; Rashbass, 2000).

As vantagens da mensuracdo das estruturas bioldgicas na histopatologia e na
citopatologia incluem os seguintes aspectos: diminuicdo da variabilidade na quantificacdo dos
aspectos celulares e teciduais; promocdo de uma escala numeérica e reprodutivel dos aspectos
qualitativos; aumento da sensibilidade na deteccdo de alteracbes minimas; avaliacdo dos
efeitos de diferentes métodos de processamento histoldgico; emprego no controle de
qualidade; determinacdo da forma e tamanho-padrdo para ensino e diagndstico e maximizagao
como ferramenta de pesquisa (Hamilton & Allen,1995; True, 1996).

Diversas espécies tem sido usadas como modelo no emprego da histomorfometria
testicular, como ratos albinos normais em vaérias idades (Miraglia et al., 1990), ratos adultos
tratados com diferentes doses de ivermectina (Moura et al, 2006), cées e gatos submetidos a
castracdo (Hoshino et al., 2002), Anuras durante o seu ciclo reprodutivo (Santos & Oliveira,
2007), ovinos tratados com fluoreto de sodio (Filappi et al., 2008), camundongos
suplementados com geléia real (Morais et al., 2009), cachorros-do-mato (Caldeira et al.,
2010), touros Nelore com testiculos de diferentes formatos (Ferraz, 2011) e cabritos
alimentados com 6leo de licuri (Barbosa et al., 2012).
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Resumo: O objetivo desse estudo foi de avaliar aspectos morfoldgicos, morfométricos e funcionais da
espermatogénese com base na condicdo reprodutiva seminal em touros Nelore. Foram utilizados 25 touros
Bos indicus (Nelore), os quais foram classificados em aptos (n=10) e inaptos (n=15) a reproducdo. Apds
orquiectomia, fragmentos do testiculo direito de cada animal foram processados segundo técnicas de rotina e
corados com Hematoxilina e Eosina (HE) e Acido Peri6dico de Shiff (PAS). As laminas foram analisadas em
microscopia de campo claro em diferentes aumentos. Os segmentos tubulares foram classificados em quatro
niveis (normal, degeneragdo leve e moderada, degeneracdo acentuada, e hipoplasia tubular) baseados na
organizacdo e arquitetura do tecido tubular. Foi obtida a média da altura do epitélio seminifero, da espessura
da tanica prdpria e do didmetro tubular dos segmentos e foi registrada a propor¢do de tibulo seminifero,
tecido intersticial, vaso linfatico e vaso sanguineo dos testiculos de cada touro. Além disso, quantificou-se a
frequéncia das trés classificagdes do ciclo espermatogénico A, B e C (A=agrupamento dos estagios 1,11, e 11l
que compreendem as fases iniciais do ciclo e proliferagdes mitéticas; B= agrupamento dos estagios V e VI
gue compreendem as fases intermediarias e intensas mitoses; C= agrupamento dos estagios VI, VIl e VIII
que compreendem as fases finais e de pds-meioses). Os resultados demonstraram que as alteragdes de carater
degenerativo nas células germinativas estdo associadas a varia¢des nos padrdes histomorfométricos incluindo
a densidade das estruturas que compdem o parénquima testicular e sdo mais representativas em touros com
baixa qualidade seminal. Além disso, 0s touros inaptos apresentaram reducéo no potencial meidtico quando
comparados aos touros aptos a reproducao.

Palavras-chave: Bovino, histopatologia, morfometria testicular.

Abstract: The aim of this study was to evaluate morphological, morphometric and functional aspects of
spermatogenesis based on seminal reproductive conditions in Nelore bulls. The study used 25 bulls Bos
indicus (Nelore), which were classified as satisfactory (n=10) and unsatisfactory (n=15) for reproduction.
After orchiectomy, fragments of the right testis of each animal were processed according to routine
procedures and stained with hematoxylin and eosin (HE) and periodic acid-Schiff (PAS). The slides were
analyzed in bright field microscopy at different magnifications. The tubular segments were classified into
four levels (normal, mild and moderate degeneration, severe degeneration, tubular hypoplasia) based on the
organization and architecture of the tubular tissue. The average height of the seminiferous epithelium, the
average thickness of propria tunic and the average tubular diameter were obtained and the proportion of
seminiferous tubules, interstitial tissue, lymphatic vessel and blood vessel of each bull testicle were recorded.
Furthermore, the frequency of the three classifications of the spermatogenic cycle A, B and C (A = group of
stages I, 11, and Il which comprise the initial phases of the cycle and mitotic proliferation, B = group of
stages V and VI, which comprise intermediate phases and intensive mitosis, C = group stages VI, VII and
VIl which comprise the final phases and post-meiosis) was quantified. The results showed that the
degenerative changes in germ cells are associated with histomorphometric variations, including those in the
density of the structures that comprise the testicular parenchyma, and are more representative in bulls with
poor semen quality. In addition, the unsatisfactory bulls for reproduction showed reduced meiotic potential
compared to that of satisfactory reproductive bulls.

Keywords: Bovine, histopathology, testicular morphometry.
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Introducéo

Na Gltima década o Brasil tornou-se o maior exportador e segundo maior produtor de carne bovina do
mundo. No Mato Grosso do Sul, a pecuéria de corte foi responsavel por aproximadamente 10,0% do produto
interno bruto, com perspectivas promissoras para 0s préximos anos (MATO GROSSO DO SUL, 2010). Uma
parcela importante desses resultados refere-se a0 emprego de tecnologias voltadas a eficiéncia reprodutiva
dos rebanhos, incluindo o manejo sanitario, nutricional e, especialmente pelos avangos nos métodos de
selecdo por aptiddo reprodutiva.

Embora a busca por novas tecnologias para maximizar o potencial reprodutivo dos animais esteja em
constante avancgo, uma importante fonte de prejuizo na pecuéria de corte ainda é o descarte de reprodutores
por baixa qualidade do sémen. No Mato Grosso do Sul, esses indices variam entre 15 a 30% em touros
Nelore (NOGUEIRA et al., 2006) e podem ser superiores a 35% em animais de genétipo cruzado Bos
indicus x Bos taurus em outras regides do Brasil (MORAES et al., 1998). Neste sentido, um problema
importante ainda é o tempo de permanéncia desses touros no rebanho, assim como a capacidade de
recuperacao ou reversao do quadro seminal. Estima-se que aproximadamente 43,0% dos touros descartados
apresentem grau avancado de lesdes degenerativas e hipoplésicas testiculares (FERNANDES et al., 2010).

A redugdo dos padrbes qualitativos seminais estd diretamente associada as condi¢cOes da
espermatogénese, que por sua vez, responde as variagdes enddcrinas e estruturais do tecido testicular. Além
disso, a producdo dos espermatozoides depende de uma coordenada divisdo celular mitotica das
espermatogbnias e meiotica dos espermatocitos, originando as espermatides, apds sua diferenciagdo. Erros
nas divisdes mitdticas ou meidticas durante a espermatogénese ocorrem com frequéncia nos bovinos como
reflexo da degeneracdo das células germinativas, reduzindo a produgdo espermatica e aumentando o
percentual de células anormais (JOHNSON et al., 2000; HOFLACK et al., 2008).

Neste contexto, a avaliagdo histolégica torna-se um instrumento Gtil que permite quantificar e
qualificar a espermatogénese dos animais. A quantificacdo pode ser estimada por analises morfométricas de
diferentes medidas, cujo objetivo é comparar mudancas estruturais em células e tecidos, além da densidade
de certas estruturas parenquimatosas (MICKLEM & SANDERSONS, 2001). Por outro lado, as analises

qualitativas das estruturas testiculares, sistematizadas com base na histopatologia, podem fornecer elementos
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importantes para o estudo da funcdo testicular trazendo novos subsidios para a fisiopatologia da
subfertilidade em bovinos.
O objetivo desse estudo foi avaliar aspectos morfoldgicos, morfométricos e funcionais da

espermatogénese com base na condi¢do reprodutiva seminal em touros Nelore.

Material e Métodos

1. Animais e grupos experimentais

Foram utilizados 25 touros Bos indicus (Nelore) com idades entre 3 e 8 anos, pertencentes a uma
propriedade no municipio de Campo Grande, MS (20°26°34”S, 54°38°47”W). Os animais foram mantidos
em regime extensivo, com pastagens predominantes de Brachiaria decumbens e Brachiaria humidicola, com
suplementagdo mineral e proteica e agua ad libitum. Os touros ndo apresentavam sinais clinicos de doencas
infecto-contagiosas e tinham historico androlégico conhecido.

Apos dois exames androldgicos, com intervalo de 30 dias, os animais foram classificados de acordo
com os critérios adotados pelo Colégio Brasileiro de Reprodugdo Animal (CBRA, 1998) em aptos e inaptos.
Apbs exame clinico do aparelho reprodutivo (interno e externo), os animais foram submetidos a colheita de
sémen por eletrogjaculacdo. Volume, aspecto, turbilhnonamento, motilidade e vigor foram avaliados
imediatamente apds a colheita em microscopia de campo claro. Em seguida, foram preservadas amostras de
sémen em formol-salina tamponada 1% para exame morfol6gico realizado em microscopia de contraste de
fase em 1000x (Olympus BX45). Touros que apresentaram motilidade inferior a 50%, vigor inferior a 3 (em
uma escala de 0 a 5), e percentual de anormalidades morfoldgicas acima de 30% foram considerados como
inaptos ou insatisfatérios (n=15) quanto ao potencial reprodutivo. Os animais que apresentaram valores
acima dos descritos com excegdo do percentual de anormalidade morfoldgicas (abaixo de 30%) foram
classificados como aptos (n=10), porém, foram descartados por aspectos zootécnicos.

Os touros foram submetidos a orquiectomia segundo WOLF (1986) e fragmentos da regido média
cranial do testiculo direito, de aproximadamente 1,0 cm® foram fixados em solugdo de Bouin por 24 h e
posteriormente lavados em agua corrente e embebidos em alcool 70 GL por, no minimo, trés vezes. Em
seguida, o material foi submetido ao processamento histotécnico de rotina, emblocado em parafina
histoldgica, cortado (5 pum) e corado com Hematoxilina e Eosina (HE) e Acido Periddico de Shiff (PAS) com
fundo de Hematoxilina de Harris (CARSON & HLADIK, 2009).

2. Analise histopatoldgica

Amostras testiculares foram avaliadas quanto ao grau de alteracdo histoldgica baseada na
organizacgdo e arquitetura do tecido tubular. Em microscopia de campo claro (200x), 100 segmentos de
tibulos seminiferos de cada animal foram selecionados aleatoriamente e classificados em NR (normal),
DLM (degeneracéo leve e moderada), DA (degeneracéo acentuada) e HT (hipoplasia tubular), como segue:

NR, segmento tubular normal com contorno simétrico e todas as linhagens de células germinativas presas ao
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epitélio seminifero; DLM, segmento apresentando desprendimento ou destacamento de nichos de células
germinativas, além de discreta vacuolizagdo dessas células, presenca de nacleos picnéticos e preservagdo do
contorno tubular e tunica propria; DA, segmento com desorganizagdo do epitélio germinativo e do contorno
tubular, perda de células germinativas, intensa vacuolizagdo, areas com necrose e, eventualmente, presenca
de células gigantes multinucleadas, com ou sem espessamento da tdnica prépria; HT, tubulos apresentavam
didmetro reduzido, pouca ou auséncia de células germinativas, prolongamentos citoplasmaticos das células

de Sertoli e, ocasionalmente, espermatogdnias sem atividade mitética.

3. Histomorfometria e estimativa da densidade tecidual

As analises morfométricas tubulares e da densidade tecidual, foram realizadas com laminas coradas
em HE, com auxilio dos softwares Motic 2.0 e Image J, respectivamente. Para a morfometria, foram
digitalizados, aleatoriamente, 30 segmentos de tdbulos seminiferos de cada animal em aumento de 200x
(1024x768 pixels), determinando-se a altura média do epitélio seminifero (um) e a espessura média da tunica
prépria (um) em trés mensuragdes distintas. A média de duas medidas transversais em segmentos esféricos
foi usada para determinar o diametro tubular (um).

Para analise da densidade tecidual, foram digitalizadas 15 imagens aleatérias de cada animal em
aumento de 100x. Em cada imagem, foi introduzida uma grade de 266 pontos, registrando-se a estrutura
correspondente (tbulo seminifero, tecido intersticial, vaso linfatico e vaso sanguineo) em cada intersecgao.

A frequéncia relativa de cada estrutura foi considerada por imagem.

4. Classificacdo do ciclo espermatogénico

Na classifica¢do do ciclo espermatogénico, foram utilizadas 50 imagens digitalizadas em aumento de
200x (1024x768 pixels) de segmentos de tdbulos seminiferos previamente corados por PAS. Com base na
classificagdo descrita por Cardoso & Godinho (1983), na qual dividiram o ciclo espermatogénico em oito
estagios, cada seguimento tubular foi classificado em A, B e C como segue: A, agrupamento dos estagios I,
I1, e Il que compreendem as fases iniciais do ciclo com a presenga de espermatogdnias, espermatdcitos
primarios e poucas espermatides alongadas arranjadas em feixes; B, inclui os estagios IV e V que
compreendem fases intermediarias do ciclo, caracterizadas pela presenca de espermatocitos secundarios
(segunda divisdo meiotica); e C, inclui os estagios VI, VIl e VIII relacionados as fases finais, onde observa-
se duas geracdes de espermatides, arredondadas e alongadas, além da presenca de corpos residuais e

espermatozoides.

5. Analise estatistica

O teste ndo paramétrico de Mann-Whitney U foi usado para verificar o efeito da condigdo
reprodutiva (aptos x inaptos) nas alteracOes histoldgicas atribuidas para cada segmento tubular (NR, DLM,

DA e HT). Nas medidas lineares histomorfométricas e densidade das estruturas intersticiais e tubulares
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aplicou-se analise de variancia, modelo linear univariavel, ajustado para o peso. O teste do Qui-quadrado
(contingéncia e biparticdo) foi usado para comparar as frequéncias da classificacdo dos estagios do ciclo

espermatogénico entre aptos e inaptos.

Resultados e Discussao

A eficiéncia da espermatogénese estd diretamente associada a capacidade de multiplicacdo e
diferenciacdo das células germinativas. Uma variedade de fatores fisicos, quimicos e endécrinos resulta em
alteracdes na estrutura testicular, especialmente na degeneracdo do epitélio seminifero (FOSTER & LADDS,
2007). A manifestacdo patoldgica desse quadro, embora amplamente varidvel, se da pela queda na qualidade
seminal com perda do potencial reprodutivo. Touros com essa caracteristica sdo diagnosticados como inaptos
a reproducdo e representam uma parcela importante das perdas associadas aos sistemas produtivos (BARTH,
2007; NOGUEIRA et al., 2011).

O conjunto das analises empregadas revelou que alteragdes na organizagao do parénquima testicular
afetam a densidade tubular com efeitos sobre o epitélio germinativo e diferenciacdo meidtica. Esse perfil,
embora variavel em intensidade, foi comum no grupo com baixa qualidade seminal. As transformacGes das
estruturas testiculares, tanto tubulares quanto intersticiais, sdo amplas em touros com diagnostico de
degeneracdo testicular, no entanto, a etiologia primaria nem sempre é reconhecida (NASCIMENTO &
SANTOS, 1997). Independente da causa, a literatura classica reporta a ocorréncia desses processos em
levantamentos epidemioldgicos em animais abatidos ou em casos secundarios a doencgas generalizadas
(MCcENTEE, 1990; FOSTER, 2007; FOSTER & LADDS, 2007).

No presente estudo, adotou-se uma analise envolvendo a progressdo das alteragdes morfoldgicas
degenerativas desde a simples modificacdo do padrdo organizacional tubular até a perda total das células
germinativas, em conjunto com a eventual presenca de células multinucleares. Embora tenha carater
descritivo, essa andlise possibilitou categorizar as diferentes lesdes encontradas agrupando-as em leves e/ou
moderadas e severas. Aléem disso, incluiu-se a hipoplasia das células germinativas como alteracdo distinta,
mesmo que ela, usualmente apareca em conjunto com a degeneracdo (KRISHNALIGAM et al., 1982;
MCENTEE, 1990). Esses elementos estdo associados a diferentes graus de hipoespermatogénese e tém sido
usados na andlise sistematica das lesdes testiculares em outras espécies (MEISTRICH, 1986; REHM, 2000;
MAMINA & ZHIGAL’Skii, 2004; CERELLI et al., 2010).

A frequéncia das alteraces, assim como o grau de degeneragdo foi diferente entre os grupos
experimentais. A figura 1 mostra que touros aptos apresentaram amplitude entre 50,0 e 90,0% de tabulos
normais, sendo que apenas um individuo apresentou acima de 10% de tlbulos com degeneracdo severa,
considerado outlier para esse grupo. No entanto, aqueles com baixa qualidade seminal, classificados como
inaptos a reproducdo, apresentaram percentuais mais elevados de degeneracdo, além de tdbulos com sinais
de hipoplasia das células germinativas. Esses resultados demonstram que, aproximadamente 43,0% dos

tabulos seminiferos apresentavam, no minimo, uma alteracdo de carater degenerativo; e que a frequéncia
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dessas alteracdes estd associada ao decréscimo da qualidade seminal, possivelmente, de forma irreversivel.
Esse percentual € semelhante ao reportando por Kumi-Diaka et al. (1983) que encontram entre 40,0 a 69,0%
de alteracOes degenerativas em touros Bos indicus em ambiente tropical. Em contraste, nos touros aptos, a
perda do epitélio germinativo devido & degeneracdo foi observada em aproximadamente 28,0% dos
segmentos tubulares (Figural). Este valor é semelhante ao reportado para touros Angus, entre 2,9 a 24,6%
(CARROL & BALL, 1970), e em touros em Belgian Blue, 32,0% (HOFLACK et al., 2008), sugerindo que
esse processo é relativamente comum, especialmente em touros que permanecem em condi¢cfes extensivas
(FERNANDES et al., 2010).

Em conjunto com os aspectos qualitativos do epitélio seminifero, determinou-se a densidade de
algumas estruturas importantes da organizacao testicular. Essa analise permitiu um estudo comparativo entre
o tecido intersticial e os tubulos seminiferos, interagidos na remodelacdo e adaptagdo frente a diferentes
fatores envolvidos com a espermatogénese (MEISTRICH, 1986; CREASY, 1997). Nos bovinos, porém,
poucos estudos tém relacionado estes aspectos a degeneragio do epitélio seminifero. E comum, no entanto,
gue o0 avango do processo degenerativo curse com atrofia tubular e reducéo da sua densidade no parénquima
testicular (FOSTER & LADDS, 2007).

Em touros com alteracdes histoldgicas testiculares, o aumento relativo do tecido intersticial
relaciona-se & presenca de areas atroficas de células de Leydig e reducdo do didmetro e volume tubular
(RAO VEERAMACHENENI et al., 1986), o que pode explicar, em parte, a reducdo da densidade tubular.
No presente estudo, embora ndo tenha sido avaliada a presenga de mudangas morfoldgicas nas células de
Leydig, os resultados mostraram que houve reducéo significativa na densidade dos tubulos seminiferos, em
contraste ao maior percentual de tecido intersticial e de capilares linfaticos nos touros inaptos (Tabela 1). A
relacdo inversa entre esses elementos parece estar de acordo com a hipdtese de que a proliferacdo do tecido
estromal interlobular é um fator deletério ao epitélio seminifero, por dificultar a irrigacdo sanguinea
peritubular, resultando em hipdxia e alteragbes na morfologia celular (RAO VEERAMACHANENI et
al.,1987; POP et al., 2011).

Além disso, a maior propor¢do de capilares linfaticos pode ser devido ao aumento do tamanho destes
em resposta a transmigracdo de fluidos no tecido instersticial. Variacbes nas relacbes entre os capilares
linfaticos e sanguineos podem ocorrer em funcdo das pressdes dos fluidos em toda a microsvasculatura
testicular modificando os padr&es do tecido conectinvo (DAMBER & BERGH, 1992; SETCHELL & BREE,
2006). Em touros da raca Belgian Blue, Hoflack et. al. (2008) observaram correlacdo entre a percentagem de
colageno intersticial com a percentagem de espermatozoides normais (r=-0,47) e com o indice de
degeneracao testicular (r=0,63).

Disturbios na espermatogénese humana tém sido associados ao espessamento da tGnica propria,
também conhecido como esclerose tubular. Esse fenébmeno é causado pelo aumento da matriz extracelular,
em decorréncia do maior nimero de fibroblastos, miofibroblastos e deposi¢do protéica na forma de
substancia hialina e tém sido naturalmente observado em homens senis com alteracGes degenerativas
testiculares (BUSTOS-OBREGON & HOLSTEIN, 1973; PESCE, 1987; FOLEY, 2001).
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No touro, essa mesma condicao tem sido implicada com a reducgdo da area tubular e espessamento da
lamina basal, interferindo na eficiéncia da espermatogénese (RAO VEERAMACHANENI et al., 1987). Isso
pode explicar o fato de a tlnica prdpria estar mais espessa nos touros inaptos (Tabela 1). De acordo com
Saunders (1976), a espessura na tunica propria de touros Bos indicus com degeneragéo pode atingir 5,8 um
demonstrando claramente um quadro de esclerose tubular. Volkmann et al. (2011) observaram que
aproximadamente 90,0% dos tubulos seminiferos com espessamento na tunica propria apresentaram defeitos
nas células germinativas e sugeriram que essa medida pode ser usada como marcador histopatoldgico
testicular.

Neste experimento, além do aumento na espessura da tunica propria, houve reducdo na altura do
epitélio seminifero, confirmando o maior grau de degeneracdo das células germinativas no grupo inapto
(Tabelal). O didmetro tubular apresentou uma variacdo de 210,4 a 254,9 um, ndo sendo diferente entre as
condicdes reprodutivas. Estes valores estdo de acordo com os encontrados por Kumi-Diaka et al. (1983). Por
outro lado, a reducdo da densidade tubular e ndo do diametro, reitera 0 quadro histoldgico onde a maior
frequéncia de alteracGes foi de grau leve e moderado, sugerindo que essas mudangas morfoldgicas séo
compativeis com subfertilidade, avaliada com base no exame de sémen.

Na tabela 2, estdo apresentados os resultados da quantificacdo do ciclo espermatogénico de touros
aptos e inaptos a reprodugdo, mostrando diferencas significativas (p<0,05) entre as classificacGes de acordo
com a condigdo reprodutiva. A determinagdo das classificagdes seguiu o padrdo mitético e meidtico das
divisdes celulares, considerando grupos de tlbulos seminiferos com estagios préximos de desenvolvimento
celular (CARDOSO & GODINHO, 1983).

A classificacdo A agrupou tubulos com estagios iniciais, representados por células com divisdes
mitdticas ou proliferativas do epitélio seminifero. As classificacbes B e C representam estgios mais
avancados do epitélio, agrupando tabulos com as divisdes meiéticas até a diferenciacdo dos espermatozéides
pré-espermiacdo (Figura 2). Uma classificacdo parecida foi proposta por Horn et al. (2003) para touros
cruzados Bos indicus x Bos taurus, com base nos estagios do ciclo espermatico descritos por Amann (1962)
e os resultados encontrados foram semelhantes. Touros inaptos tiveram frequéncia superior (p<0,05) da
classificagdo A em relacdo aos aptos. I1sso demonstra que os ciclos iniciais das divisdes ndo acarreta efeito
importante sobre a qualidade seminal. Nas classificagdes B e C a reducdo foi mais expressiva no grupo
inapto, em torno de 5,0% a menos do que nos touros aptos. Esses achados reiteram os resultados obtidos em
touros de ragas sintéticas (HORN et al., 2003), demonstrando que as fases de diferenciacdo celular do ciclo
espermatogénico sdo as mais relacionadas & qualidade seminal tanto em ragas cruzadas como em touros
Nelore.

E importante ressaltar que alteracBes de carater degenerativo nas células germinativas estio
associadas a variagdes nos padrdes histomorfométricos incluindo a densidade das estruturas que comp&em o
parénquima testicular e sdo mais representativas em touros com baixa qualidade seminal, classificados como
inaptos & reproducdo. Portanto, andlises conjuntas de aspectos qualitativos e quantitativos da
espermatogénese sdo criticas para inferir sobre sua eficiéncia frente as variacbes da qualidade seminal.

Nossos resultados sugerem que o emprego da classificacdo dos estagios do epitélio seminifero pelo
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agrupamento das fases de proliferacdo, diferenciacdo e pds-meiose deve ser feito em sincronia com as

possiveis mudancgas morfologicas do parénquima testicular.

Concluséao

Os touros inaptos apresentaram maior grau de degeneracdo testicular e presenca de tabulos
hipoplasicos, além de reducdo no potencial meidtico quando comparados aos touros aptos a reproducao.
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Tabelas e Figuras

Tabelal. Meédias (tepm) ajustadas para o percentual de estruturas do estroma e
parénquima testicular e medidas histomorfométricas dos tabulos seminiferos
em touros Nelore de acordo com a condic¢do reprodutiva.

Aptos (n=10) Inaptos (n=15) P

*

Estrutura (%) Tuabulo Seminifero 84,63+ 0,572° 81,81+0,46" 0,001
Tecido Intersticial 13,56 +0,497° 15,15+0,406° 0,009
Vaso Linfatico 1,35+0,148° 2,42+0,121° 0,001
Vaso Sanguineo 0,46+0,073% 0,63+0,059% 0,058
Medidas (um) Altura epitelial 70,0 +0,54° 60,1 +0,42° 0,001
Diametro tubular 229,8+1,22° 231,6 +1,18° 0,312
Tunica propria 3,8 £0,04° 4,4 +0,03° 0,001

® representam diferenca pelo “teste t entre colunas, epm= erro padrio da média

Tabela 2. Frequéncia (%) da classificacdo dos estagios do ciclo espermatogénico em touros
Nelore de acordo com a aptidao reprodutiva.

Classificagdo

Aptidao A B C Total
Reprodutiva n (%) n (%) n (%) n (%)
Aptos (n=10) 168 (33,6)° 210 (42,0 122 (24,4)° 500 (40,0)
Inaptos (n=15) 329 (43,9)° 276 (36,8)° 145 (19,3)° 750 (60,0)
Total 497 (39,8) 486 (38,9) 267 (21,4) 1250 (100,0)

ab p=0,001 entre linhas; x2:13,64; GL=2; A= agrupamento dos estagios 1,11, e 1l que compreendem as fases
iniciais do ciclo; B= agrupamento dos estagios 1V e V que compreendem as fases intermediarias do ciclo; C=
agrupamento dos estagios VI, VII e VIII que compreendem as fases finais do ciclo
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Figura 1. Box plot representando a distribui¢do da frequéncia (%) de alteracOes testiculares
estimada em 100 tabulos seminiferos de acordo com a condicédo reprodutiva em touros Nelore.
% P<0,05, teste de Mann-Whitney U
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Figura 2. Classificacdo dos estagios do ciclo espermatogénico. (A), classificacdo A, notada
presenca de espermatogbnias, espermatdcitos primarios e algumas espermatides alongadas
arranjadas em feixes. (B), classificacdo B, caracterizada pela presenca da segunda diviséo
meidtica e espermatécitos secundarios. (C), classificacdo C, sdo observadas duas geracdes de
espermatides: arredondadas e alongadas, presenca de corpos residuais e espermatozoides.
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