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Resumo:

O principal objetivo deste estudo foi correlacionar espermatogénese e formagdo da Barreira
Hemato-Testicular (BHT) em Calomys callosus por meio de estudo morfoldgico,
morfométrico e ultra-estrutural. O estabelecimento da BHT foi analisado por microscopia
eletronica de transmissdo e uso de lantanio. Grupos experimentais contendo 03 animais foram
usados nas seguintes idades: 01, 02, 05, 10-20, 25-35 dias. Os resultados mostram que fases
iniciais do desenvolvimento sdo caracterizadas por mitoses responsaveis por organizar a
populagio de células germinativas. O inicio da formagio do limen ocorre por volta dos 11
dias e completa-se em animais de 13 dias. A partir dos 25 dias torna-se comum presenca de
espermatides no epitélio seminifero. Aos 30 dias comega a ocorrer espermatozoides na luz
dos tabulos seminiferos. A maturidade sexual ficou estabelecida em animais de 35 dias uma
vez que os individuos possuiam espermatozédides armazenados na luz do epididimo. Os
pardmetros histomorfométricos analisados apresentaram altos indices de correlagdo com a
idade. A BHT comega a ser formada aos 15 dias uma vez que se formam jungdes de oclusdo
entre células de Sertoli. A ocorréncia deste processo coincide com o aparecimento de
espermatocitos em fase de paquiteno no epitélio seminifero de C. callosus. A aquisi¢do da
BHT, assim como em outros mamiferos, € requerida antes da formag@o de espermatozdides e
a presenca desta € importante para o desenvolvimento do processo de meiose.

Palavras-chave: Barreira Hemato-Testicular, Testiculos, C. callosus, morfologia,
morfometria.
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1. Introducio

1.1- Calomys callosus

O género Calomys é autoctone da regido sul-americana. Cricetideo de porte
semelhante ao camundongo e compreende cinco espécies: C. sorellus, C. lepidus, C. laucha,

C. callosus, C. musculinus (MASSOIA & FORNES, 1965),

(Argentina), no chaco Boliviano e Paraguaio, Centro Oeste, Nordeste ¢ Sul do Brasil
(MOOIJEN, 1952; MASSOIA & FORNES, 1965; HERSHKOVITZ, 1962 MELLO, 1969;
MELLO & MOOJEN, 1979).

Do ponto de vista reprodutivo, em condi¢des laboratoriais, C. callosus € um roedor
poliestro, com ciclo estral de 06 dias e periodo gestacional de 22 dias. Um casal fértil produz
08-10 ninhadas por ano (MELLO, 1978).

Os jovens ao nascer pesam 13-25 g (PETTER er al 1967). O desenvolvimento
desses animais baseados em peso e tamanho se da de forma linear nas 05-06 primeiras

semanas. A maturidade sexual em fémeas ¢ caracterizada pela abertura vaginal que



ocorre aos 40 dias apos o nascimento e em machos pela descida dos testiculos aos 19 dias de

idade (MELLO, 1978).

1.2- Morfofisiologia de Testiculos e Epididimos

Testiculos sdo Orgdos pares que se desenvolvem na ldmina gononefrogena do
mesoderma. Cada testiculo ¢ revestido por tecido conjuntivo fibroso, conhecido como tanica
albuginea. Desta tnica estendem septos fibrosos subdividindo os testiculos em Idbulos
incompletos de forma piramidal, nos quais situam-se os tibulos seminiferos (CORMACK,
1991).

O epitélio dos tibulos consiste de células germinativas que se apresentam em
diferentes estagios de desenvolvimento (espermatogénias, espermatocitos primarios e
secundarios, espermatides). Estas células localizam-se dentro de invaginagdes das células de
Sertoli - as células suporte dos tbulos seminiferos (HOLSTEIN et al. 2003).

Células de Sertoli caracterizam-se morfologicamente pela presenga de um nicleo
ovoide ou triangular com reentrancias, predominantemente eucromatico e com nucléolo
evidente (ROSS & ROWRELL, 1993). Séo células cilindricas cuja base adere a lamina basal
dos tabulos e cujas extremidades apicais terminam no lumen dos tGbulos seminiferos
(JUNQUEIRA & CARNEIRO, 2004). Os prolongamentos laterais destas células atuam na
formagdo de jungdes celulares.

Células de Sertoli atuam como relogio biologico dos testiculos indicando o momento
da puberdade (Hostein, 1999, citado por HOSTEIN et al. 2003). Produzem substincias
enddcrinas e paracrinas para regulagio da espermatogénese. Desempenham papel de suporte e
nutrigdo e atuam na fagocitose de células germinativas em degeneracdio e excesso de
citoplasma proveniente da espermiogénese (DYM, 1983).

Envolvendo o epitélio dos tibulos seminiferos encontra-se uma lamina basal. A seguir

estd a lamina propria que é constituida por células alongadas disposta em camadas,



conhecidas como células midide. Estas, ao nivel ultra-estrutural, apresentam algumas
caracteristicas de células musculares lisas, tal como, presenga de actina, o que lhes confere a
propriedade de contragdo que auxilia na movimentagio de espermatozoéides e liquido
testicular através dos tubulos seminiferos em diregdo aos ductos (DYM, 1983).

Entre os tibulos seminiferos estd presente o estroma intersticial, constituido por
células de Leydig, vasos sangiiineos e linfaticos, nervos e tecido conjuntivo frouxo com seus
elementos celulares tipicos (RUGH, 1967). As células de Leydig secretam hormdnios
esteroides que atuam no desenvolvimento do trato reprodutor masculino e no
desenvolvimento das caracteristicas sexuais secundarias (MERCHENT-LARIOS &
MORENO-MENDOZA, 2001).

A compartimentaliza¢do dos testiculos em area tubular e intersticial deixa evidente a
dupla fungio deste 6rgdo. Trata-se, portanto, de um 6rgdo de fung¢do enddcrina e exdcrina. A
por¢do endocrina € representada pelas células de Leydig que sdo responsaveis pela produgio
de androgenos. Ja a por¢do exocrina é uma glandula tubular composta cujos produtos de
secregdo sdo os espermatozoides (JUNQUEIRA & CARNEIRO, 2004). Segundo Ortavant e
colaborabores (1977) a produgio de espermatozoides € o critério utilizado para determinagio
da puberdade em mamiferos.

Uma vez que os espermatozoides sdo produzidos, eles se direcionam ao epididimo.
Este 0rgo apresenta-se como um ducto bastante contorcido, formado por um epitélio pseudo-
estratificado circundado por misculo liso, tecido conjuntivo e estruturas de sustentacdo. Neste
orgdo ocorrem os estagios finais de diferenciagdo dos espermatozoides, conferindo a estes
uma maior motilidade e capacidade de fertilizagdo (ROSS & ROWRELL, 1993). Estes
eventos de diferenciagdo ocorrem fora da gbnada e, portanto, nio estdo sob o controle

gendmico das células germinativas. Acredita-se, desta forma, que estes eventos sdo



dependentes de interagdes entre as células e 0 meio em que se encontram, e desta forma, sio

dependentes de androgenos e proteinas secretadas pelo epididimo (DACHEUX ez al. 2003).

1.3- Morfometria

Estudos atuais que enfocam a analise histologica de testiculos mostram a necessidade
de analises histomorfométricas que corroborem para a interpretagdo de dados histologicos.
Inimeras técnicas tém sido empregadas com este objetivo, tais como uso de analise de
imagens realizadas com auxilio de programas de computadores. A analise quantitativa de
testiculos permite a obteng@o de dados comparativos do comportamento do epitélio testicular
¢ de seus componentes intersticiais como realizado por Vergouwen ef al. (1993).

A importancia destes estudos pode ser observada em iniimeros trabalhos. Fornecem
bases para a compreensdo de experimentos que envolvam achados de natureza bioquimica e
fisiologica (ROOSEN-RUNGE & GIESEL JR., 1950, WING & CHRISTENSEN, 1982;
MIRAGLIA et al. 1990). Permitem analisar a existéncia de normalidade do processo de
espermatogénese ou avaliar se algum processo patologico esta ocorrendo (AMANN, 1981).
Por meio de analises morfométricas € possivel avaliar as alteragdes morfologicas que ocorrem
em fases de desenvolvimento puberal. E sabido, por exemplo, que na fase de espermiagéo o
volume celular sofre modifica¢3es e apenas 2% do valor inicial € mantido (diminuindo de 500
para 10um) (Russel & Franca, 1995 citado por FRANCA ez al. 2005).

Além disso, a analise morfométrica fornece importantes parametros de comparagdo
entre espécies. Tais estudos permitiram saber que a densidade volumétrica das células de
Sertoli varia consideravelmente dentro do grupo mamiferos (de ~15% em ratos a ~40% em
humanos). Estes dados sdo capazes de fornecer a eficiéncia das células de Sertoli, ou seja,

fornecem a produgio diaria de espermatozoéides (RUSSEL ez al. 1990, citado FRANCA et al.

2005).



Alguns autores utilizam a contagem de células para obter informagdes sobre a
espermatogénese (FRANCA et al, 2005). Conhecimentos precisos do numero de geragdes de
espermatogOnias s3o essenciais para uma melhor compreensio dos mecanismos regulatorios
da espermatogénese (De ROOL} & RUSSEL, 2000). Estes dados sdo possiveis uma por
estarem associados a contagem do numero de divisoes mitoticas € apoptoses que ocorrem nas
geragdes celulares, que mais uma vez estdo associadas ao suporte das células de Sertoli.

A morfometria permite ainda a caracterizag@o do ciclo do epitélio seminifero como foi
feito por Franga & Godinho, (2003). E ainda, proporciona investigagdes da atividade
espermatogénica, que permitem estabelecer o periodo de maturidade sexual com base em
medidas de didmetro tubular (ATTAL & COUROT, 1963; GODINHO & CARDOSO, 1979,

FRANCA & CARDOSO, 1998).

1.4- Desenvolvimento gonadal

Em camundongos, durante o periodo gestacional, é possivel reconhecer entre 10 a 100
células primordiais germinativas na parede do saco vitelinico. Estas células sofrem
proliferagdo mitotica e, gradualmente migrando do alantoide via mesentério, chegam até a
gdnada primordial que se forma juntamente a0 mesonefro (RUGH, 1967).

Uma vez na gonada primordial as células continuam a proliferar e localizam-se na
regido central da mesma. A gbnada cresce € as células germinativas agregam-se de forma
cordonal, formando os corddes testiculares no interior do tecido intersticial. Posteriormente,
estes proeminentes corddes celulares, tornar-se-do tubulos seminiferos contendo precursores
de células espermaticas (gonocito) e de células de Sertoli (RUGH, 1967).

As células de Sertoli sdo as primeiras células somaticas a se diferenciarem nos
testiculos. A interacdo morfologica entre células germinativas, precursores de células de

sertoli ¢ midides resulta na formagdo dos corddes seminiferos e representa um evento



animais via intravenosa comportavam-se de maneira diferente em tubulos seminiferos adultos
e tubulos pré-puberes (ROSS & ROWRELL, 1993).

A partir destes achados e de estudos fisiologicos subseqientes sobre a composi¢do do
fluido testicular, ficou comprovada a atividade da BHT na formacgdo de compartimentos
capazes de segregar células haploides da acdo de fatores imunogénicos presentes na
circulagio sanguinea (ROSS & ROWRELL, 1993). Além disso, com o advento da
microscopia eletronica e o aperfeigoamento de técnicas que utilizam tragadores eletron-
densos, tornaram-se possiveis estudos ultra-estruturais dos componentes da BHT (DYM &
FAWCETT, 1970). O método usado indica o tempo no qual a barreira comega a ser efetiva na
exclusdo de tracadores do limen testicular.

Consideraveis evidéncias indicam que o estabelecimento de uma BHT ou uma barreira
hemato-celular germinativa € caracteristica dos animais em geral. Dessa forma uma barreira
foi demonstrada em animais que exibem diferentes organizagdes testiculares tais como
mamiferos (CONNELL, 1978), aves (BERGMANN & SCHINDELMEISER, 1987), peixes
(SILVA, 1987) e insetos (LANE & SKAER, 1980).

Atualmente, muito se sabe sobre a morfologia e fisiologia desta barreira. Trata-se da
atividade de jung¢des de oclusio entre células de Sertoli e jungdes de aderéncia entre células de
Sertoli e células da linhagem germinativa que sdo eficientes na formagdo de compartimentos
no epitélio seminifero (DYM & FAWCETT, 1970; GABRIEL et al., 2002). Estas jun¢des de
oclusio determinam a existéncia de um compartimento basal no epitélio germinativo no qual
ha espermatogbnias e espermatocites em Pré-leptoteno e Leptoteno, acima deste
compartimento ha o compartimento adluminal que inclue espermatocitos primarios em fase
adiantadas da meiose, espermatdcitos secundarios e espermatides (FAWCETT et al., 1970).

A atividade de compartimentaliza¢do do epitélio conta ainda com as células de Sertoli

para o fornecimento de nutrientes e fatores biologicos da maturagdo (proteinas e fatores de



crescimento) para as células germinativas que ndo possuem acesso ao sistema circulatorio
(CHENG & MRUK, 2002).

Durante a migragio de células para compartimentos progressivamente mais luminais
as juncdes de oclusdo sdo dinamicamente abertas e logo em seguida fechadas como um
“fecho ecler”. A dindmica das jungdes de oclusdo do testiculo é regulada por diferentes
grupos de moléculas e/ou estagios funcionais de proteinas que incluem GTPases, proteases,
inibidores de proteases, fosforilagdo de proteinas, nivel de calcio e cAMP intracelular e

citocinas (CHENG & MRUK, 2002).

Até o presente momento, muitos- destes mecanismos moleculares € bioquimicos da-

estrutura e arquitetura das jungdes de aderéncia e oclusdo permanecem obscuros (CHENG &
MRUK, 2002). Entretanto, sabe-se que uma melhor compreensdo destes eventos podera
proporcionar aplicacdes importantes para a area reprodutiva. Acredita-se que diferentes
alternativas de contracep¢do masculina poderiam ser investigados a partir de uma melhor
compreensio da dinamica de jungdes celulares nos testiculos; ou ainda, forneceria um grande
passo para o entendimento da espermatogé€nese, este evento tao complexo e intrigante

(CHENG & MRUK, 2002).



2. Justificaiiva

Intencionou—se neste estudo estabelecer a fase de puberdade de C. callosus. Conhecer
melhor a biologia reprodutiva destes animais, por meio de pesquisa morfologica e
morfométrica sobre o processo de espermatogénese e formagdo de BHT nestes animais.

A aquisigdo de tais conhecimentos ¢ de fundamental importancia, uma vez que C.
callosus sio animais tipicos da América do sul, abundantes no territorio brasileiro e, apesar de
serem amplamente usados em diferentes estudos parasitologicos, imunologicos, histologicos e
bioquimicos, ndo ha na literatura a caracterizagdo do inicio da espermatogénese e surgimento
da barreira hemato-testicular nestes animais.

Assim, este trabalho em muito contribuird para a caracterizagio da biologia
reprodutiva de machos de C. callosus que poderdo atuar como modelos experimentais para
trabalhos de carater mais aplicado tais como investigagdes de métodos de contracepgdo
masculina; investigagdes de respostas testiculares a compostos toxicos, infertilidade

masculina, acdo de hormdnios, dentre outros.



Com este trabaiho objetiva-se:
¢ Definir a fase de maturidade sexual de C. callosus
e Descrever a morfologia ¢ a morfometria do testiculo de C. caillosus em
periodos pré-pubere e pubere;
e Observar e descrever a ultra-estrutura e o tempo de aquisicdo da barreira
hemato-testicular em C. callosus;

e Descrever morfologica e temporalmente o processo de espermatogénese em (.

callosus



4.1 - Espécimes

Para este estudo foram utilizados testiculos de C. callosus em periodos que se
estendem do nascimento a fase de maturidade sexual. Coletou-se testiculos destes animais
com 01, 02, 05, 10-21, 25-35 dias de idade, sendo que, para cada idade foram analisados
grupos de 03 individuos. O dia do nascimento foi considerado como dia 01, sendo que aos 21
dias de idade foi realizado o desmame dos animais, segundo Mello, (1978). Estes animais
foram mantidos no biotério do Departamento de Morfologia da UFU sob dieta ad libitum,
agua e racdo granulada complementada com semente de girassol e aveia e permaneceram sob

ciclos diarios de 14 horas de luz e 10 horas de escuro.

4.2 - Coleta de Material

Os animais foram anestesiados por inalagdo de éter e, em seguida, notificadas as

medidas de massa corporea utilizando-se balanga analitica de precisdo “Sauter”. Procedeu-se
laparotomia e remogdo dos testiculos e epididimos. Imediatamente ap6s, o material fo1 fixado

¢ registrou-se as medidas de peso testicular por meio da técnica supra citada. Ainda foram



tomadas as medidas aos semi-eixos maior € menor de cada iestiCuio com uso de paquimeLo.

Ambos testiculos foram transversalmente secionados.

4.3 - Processamento para microscopia de iuz

Depois de fixados por 24 horas com uso de formol 10% em tampdo fosfato 0,1 M, pH
7.4, os testiculos e epididimos foram desidratados em alcool de concentragdes crescentes e
incluidos em glicol metacrilato (Historesin, LKB, Bromma, Suécia). A seguir cortes de
testiculos e epididimos com 2 um de espessura foram corados pelo azul de toluidina a 1%
(BEHMER; TOLOSA; NETO, 1976) e cortes de testiculos com 2.5 um foram corados pelo

PAS.

4.4 - Procedimentos para Analise Morfométrica

O calculo do volume de cada testiculo foi realizado pela formula de elipsoide de
resolu¢do: V=3/4. . a. b>, onde a ¢ o semi eixo maior e b é o0 semi-eixo menor.
O volume medio dos testiculos de cada idade foi calculado pelas médias das medidas dos
semi-eixos maior € menor. Essas médias foram calculadas pelos valores obtidos para cada

grupo de 03 animais sendo considerados os valores dos testiculos direito e esquerdo.

As laminas histologicas foram analisadas por imagens digitalizadas em microscopio

optico BX 40 da marca Olympus, com uso de objetiva de 10X e 40X, acoplado a cadmera JVC
TK-1085U, ligada a um computador PC através de placa digitalizadora “Translation” 3153. O
programa HL Image 97 foi entdo utilizado para mensuragdes morfométricas.

Para a avalia¢do de proporgoes volumétricas as imagens capturadas foram analisadas
com o uso do icone Measurement type. Para isto, uma area do corte histologico de testiculo de

cada individuo foi escolhida aleatoriamente e a imagem foi capturada com o uso do aumento

de 10x, que forneceu uma area de estudo igual a 2700904.7 um®. Depois de mensurada a area



total, segutu-se medida da area de todos os iUbuios seminiferos presenies € a parin do
somatorio da area dos tubulos obteve-se a area de intersticio pela subtragdo da area totai
amostrada. O mesmo procedimento foi repetido trés vezes para o aumento de 40x, que
forneceu uma éarea de estudo amostral equivalente a 16674.3 um®. O resultado para cada idade
foi obtido pela média aritmética das 04 amostras de cada um dos 03 individuos.

Para calcular o didmetro dos tbulos foram mensurados 30 cortes transversais de
tubulos seminiferos, escolhidos aleatoriamente. para cada individuo. Utilizou-se a objetiva de
40x para animais com 01-05 dias de idade e objetiva de 10x para as demais idades. A seguir
foi efetuada uma média aritmética entre individuos de mesma 1dade.

Para analise estatistica foi realizada por meio do programa BioEstat 3.0. Testou-se a
distribui¢do normal dos dados por meio do teste D’Agostino Pearson quando n > 20 e teste de
Kolmogorov-Smirnov quando n < 10. Uma vez verificada a distribuicdo normal dos dados
realizou-se teste de correlagdo para dados paramétricos por meio da matriz de Correlacdo de
Pearson. Realizou-se ainda um estudo do desenvolvimento testicular por meio de estatistica

descritiva.

4.5 - Processamento para microscopia eletronica de transmissio

Para a andlise ultra-estrutural, os fragmentos de testiculos foram fixados em fixador de
Karnovsky (1965) modificado, contendo aldeido glutarico (Ladd Research Ind. Burlington,
Vermont E.U.A) a 2,5%, paraformaldeido (Fluka AG, Buchs, Suiga) a 2% e hidroxido de
lanténio 2% preparado em tampéo cacodilato de sodio 0,1 M, pH 7,4. A fixacio foi realizada
por 4 horas a temperatura ambiente. Os fragmentos foram submetidos a seqiéncias de
desidratagdo em etanois crescentes (50 a 100%). Para infiltragédo, os cortes foram inicialmente
submetidos a uma mistura de partes iguais de oxido de propileno e resina Epon por 12 horas.

Em seguida, passaram por uma solucio Epon e 6xido de propileno na proporgio 2:1; nesta



etapa foram conservados por 2 horas a temperatura de 37° C. Por uliimo, foram inciuidos em

resina pura e permaneceram em estufa a 60° C por 72 horas para poiimerizagao.

Cortes semifinos e ultrafinos foram obtidos em uitramicrotomo Reichert-jung. Teias
de cobre contendo os cortes ultrafinos foram contrastados pelo acetato de uranila 2% em agua
destilada durante 40 minutos a 37°C (WATSON, 1958) e pelo citrato de chumbo 0,5% em
agua destilada (REYNOLDS, 1963), durante 30 minutos. A seguir, 0 material foi analisado e
fotografado em microscopio eletronico Zeiss - EM 109 do Centro de Microscopia eletronica

do Setor de Histologia da Universidade Federal de Uberlandia.



5. Resultados e discussio
5.1 - Andlise morfolégica

A analise morfologica mostra a fase de desenvolvimento dos testiculos com base no
estagio de diferenciagdio. A caracterizagdo dos testiculos com base na idade foi feita segundo
critério de EKWALL (1984) que considera o estagio de diferencia¢do pela presenca da célula
germinativa mais diferenciada no epitélio seminifero.

Nesse estudo foi possivel perceber que poucos tubulos, por idade, contém o tipo
celular mais diferenciado. Este fato pode ser explicado pela atividade ciclica dos tubulos
seminiferos. Deste modo, os tubulos nio se encontram em um mesmo estagio de
diferenciagdo. Silva e colaboradores (1996) estudaram ciclo do epitélio seminifero em C.
callosus € demonstraram que é possivel reconhecer oito estdgios diferentes de formagdo de
espermatozoéides em animais adultos.

Quanto as modificagdes testiculares que ocorrem com a idade é possivel perceber a
progressdo de eventos de maturagio dos tibulos até a fase de estabelecimento da puberdade:
animais com 01 e 02 dias de idade apresentam semelhangas quanto a fase de desenvolvimento

morfologico dos testiculos. Estes oOrgdos estdo envoltos por uma tinica



albuginea bastante espessa, rica em vasos sanguineos. O tecido intersticial apresenta-se em
grande quantidade, ocupando importante fracdo da area testicular. Os tubulos seminiferos
estdo envoltos por 03 camadas de células midides bem distintas ao microscopio de eletrénico
e de luz (fig 01).

A analise do epitélio seminifero revela tubulos seccionados transversalmente e
longitudinalmente. Estes caracterizam-se pela auséncia de lumen e pela presenca de trés tipos
celulares: gonocitos, espermatogonias e células de Sertoli.  Os gondcitos ocorrem
preferencialmente na regido central dos tubulos e caracteriza-se por apresentar nucleo claro,
grande e esférico, com 3-4 nucléolos evidentes (fig 01), e por meio de divisdes mitoticas, que
sio frequentes neste periodo (fig 02), sdo responsaveis por formar a populacio de
espermatogonias (CLERMONT, 1972; ORSI; FERREIRA, 1978). As espermatogdnias e as
células de Sertoli presentes nestas idades apresentam formatos variaveis (fig 03). Ou seja,
ainda ndo adquiriram suas caracteristicas morfoldgicas tipicas: arredondadas ¢ triangulares
respectivamente.

Células de Sertoli imaturas sdo metabolicamente ativas e atuam no desenvolvimento
fisioldgico por meio de secrecdo de hormonios. Isto indica que o estagio imaturo das células
de Sertoli ndo denota a ndo diferenciacdo destas, mas sim um simples estagio de diferenciacdo
que muda com a matura¢do (GONDOS & BERNDSTON, 1993).

Aos 05 dias de 1dade a tunica albuginea torna-se mais densa em relagdo a configuragio
aproximadamente frouxa observada em testiculos de 01 e 02 dias de idade. Além disso, ja se
observa espermatogdOnias em diversos estagios de divisdo mitética (fig 04). Segundo
Mackinnon et al., (1978) o aumento do numero de divisdes celulares no testiculo parece estar
relacionado a eleva¢do de niveis de testosterona intratubular. Ja a reducdo de teores

hormonais € responsavel pela divisdo das células se Sertoli (STEINBERGER &

STEINBERGER, 1971).
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Ainda aos 05 dias de idade, as céiuias de Sertoli e as espermatogonias aicangam uma

posigio mais basal, e a regido central dos tibulos fica preenchida principalmente pelo
citoplasma das células que o compde. A microscopia eletronica revela que nesta idade €
possivel diferenciar espermatogdnias em 02 subtipos: espermatogdnias tipo A ¢ B.
As espermatogonias do tipo A (fig 05) caracterizam-se por possuirem nucleo ovoide e 01-02
nucléolos ligados ao envoltorio nuclear. Estas células sdo consideradas células - tronco, uma
vez que a divisdo destas resulta na formago de espermatogonias do tipo B e ainda novas
espermatogonias do tipo A responsaveis por manter a populagdo destas células (DYM, 1983).

As espermatogdnias do tipo B diferem da A por apresentarem nucléolo unico,
desvinculado do envoltério nuclear e presenga de cromatina adjacente a este. Além do mais é
comum observar que este tipo celular geralmente ocorre aos pares, ligadas por pontes
citoplasmaticas (fig 06). Estas pontes, resultantes de citocinese incompleta, indicam que este
tipo celular ira prosseguir o processo de divisio celular para finalmente, originar os
espermatozoides (DYM, 1983). Acredita-se que tais ligagbes sejam importantes para
sincronizar o desenvolvimento destas células ou para facilitar a obteng@o de nutrientes (ROSS
& ROWRELL, 1993).

Durante a fase inicial de desenvolvimento (01 — 10 dias) € possivel observar grande
aumento na dimensdo dos tubulos seminiferos. Aos 10 dias de idade o intersticio deixa de
representar uma proporgdo importante ¢ adquire aparéncia tipica de testiculos adultos, de
modo a ocupar pequenas areas entre a conecgdo de 03 tabulos, o que confere ao intersticio um
aspecto triangular. O aumento das dimensdes dos tabulos causa modificagSes da aparéncia
das células peritubulares, de modo que estas deixam de se organizar em trés camadas distintas
(fig 07), passando a organizarem-se em intima aposi¢do, aparentemente, uma caracteristica

tipica para roedores. ModificagGes na organizagdo de células midides com a idade tambeém

foram observadas por Xie e colaboradores (1996).
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Testiculos de animais com 11 dias de idade caracterizam-se pela presenca de inumeras
células em degeneragdo, além disso, foi possivel observar, em alguns individuos de mesma
idade, presenca de pequenos espagos entre as células, dando a idéia de retragdo do tecido. Este
processo progride de modo que, até 12 dias de idade, estes espagos véo se tornando maiores
(fig 08). Isso indica que para estas idades as células de Sertoli ja comegam a obter a
propriedade de secregdo do fluido testicular, evento importante para a formagdo de lumen
tubular.

O epitélio seminifero de animais com 13 dias de idade permitiu observar que grande
parte dos tiibulos ja completou o processo de formagdo do limen (fig 09). Esta formagéo € um
evento importante e parece estar associado a diversos fatores tais como crescimento dos
tibulos, secregiio de fluido e ainda degeneragdo de alguns tipos celulares. Nesta idade o
namero de células mortas se acentua (fig 10). Ekwall et al., (1984); Hagenas et al., (1981)
descrevem que ¢ comum encontrar células degenerativas no final da profase meidtica ou
durante tais divisdes. Estas células entram em profase antes ou durante a formagéo de jungdes
de oclusdo entre as células de Sertoli. Desta forma, estes autores propdem que uma possivel
causa de degradagdo celular esteja associada a degeneracdo de células germinativas que
iniciaram o processo de meiose, mas que ndo possuiam a prote¢do da Barreira Hemato-
Testicular.

O processo de degeneragdo celular foi observado ndo s6 na fase em que ocorreram
divisdes meioticas, mas sim, durante todo o periodo de desenvolvimento testicular. Outros
autores ao fazerem tais observagdes sugerem associagdes com a fase do desenvolvimento dos
testiculos. THOMAS & RAJA (1980), observaram degeneracdes freqiientes que ocorreram no

segundo més de vida de suinos. Os autores propdem que este fato esta associado ao

desaparecimento de gondcitos no epitélio seminifero que se d no mesmo periodo.
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Por meio da analise ultra-estrutural foi possivel perceber o tipo celular mais
diferenciado no epitélio sdo os espermatocitos 1. Este tipo celular ainda ndo iniciou o processo
de meiose e podem ser diferenciados em 02 tipos. Espermatdcitos em fase pré-leptoteno, cuja
morfologia assemelha-se a espermatogonias B. E espermatocitos leptoteno que iniciaram o
processo de duplicagdo de cromossomos.

Aos 15 dias o epitélio seminifero adquire uma organiza¢io em camadas definidas e os
tabulos terminaram o processo de formagio do lamen (fig 11). Além disso, é possivel notar
que diversos espermatocitos atingiram a fase de profase da meiose. Trés estagios da profase I
puderam ser identificados de acordo com a descrigio de Ibarguengoytia € colaboradores
(1999): zigoteno, paquiteno e diploteno. No zigdteno, os niicleos apresentam manchas de
cromatina pouco condensada e complexos sinaptonémicos com arquitetura delicada. Estes
complexos definem o processo de pareamento dos cromossomos paternos para que ocorra
crossing over. Nicleos de espermatécitos em paquiteno (fig 12a) caracterizam-se por
apresentar cromatina um pouco mais condensada e pela presenga de complexos
sinaptonémicos (fig 12a ¢ 12b). Nucleos em diploteno apresentam areas tipicas de cromatina
muito condensada. Os cromossomos se separam, ou ainda, permanecem unidos formando
estruturas denominadas quiasmas.

As modificagdes que ocorrem no epitélio até os 21 dias de idade sdo basicamente
variagOes na proporgdo deste tipo celular e ocorréncia de meiose II. Entretanto, as fases deste
evento ndo puderam ser identificadas.

Os 25 dias de idade marcam o final da segunda divisdo meidtica (telofase) das células
germinativas devido ao aparecimento de um novo constituinte celular: as espermatides
arredondadas. Estas marcam o inicio da espermiogénese e caracterizam-se por apresentarem
nucleo de cromatina frouxa. Além disso, a visualizagdo destas € possivel por meio da técnica

de PAS, que gera reago positiva do conteudo acrossdmico destas células (fig. 13). Trata-se,
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segundo Dym (1983), de uma pequena vesicula do complexo de Golg: comendo granulos
eletron-densos ricos em carboidratos e enzimas hidroliticas.

A analise uitra - estrutural mostra que nesta fase estao ocorrendo modificagoes
nucleares e citopiasmaticas drasticas. As células recém formadas, resultantes da telofase II,
apresentam nucleos pequenos se comparados aos nucleos dos espermatocitos que sao muito
grandes. O citoplasma tem aparéncia clara e caracteriza-se pela presenga de ribossomos,
reticulo endoplasmatico, goticulas de gordura e complexo de Golgi na regido proxima ao
nicleo. Uma caracteristica marcante destas células ¢ a presenca de vesiculas acrossOmicas
(fig 14), originada da intima associacdo do nicleo com a regido do Golgi (COMARCK,
1991). Aos poucos os granulos da vesicula se aderem a membrana limitante da mesma
fazendo com que os grinulos fiquem aderidos ao envelope nuclear. Segue a fase do capuz
acrossdmico (fig 15). Este deriva da aproximagdo das membranas interna e externa da
vesicula acrossémica encerrando o conteido acrossémico: hialuronidase, hidrolases e
protease. Todos estes eventos foram descritos por outros autores em diversas espécies (ROSS,
ROWRELL, 1993; DYM, 1983).

ModificagSes de centriolos e mitocondrias também sio caracteristicos desta fase,
conhecida como fase Golgi, mas, ndo foram visualizados nestes cortes.

A partir dos 28 dias de idade € possivel perceber a seqiiéncia do processo da
espermiogénese. Completa-se o processo de diferenciacdo do acrossoma e condensagdo da
cromatina. Ao mesmo tempo o mnicleo vai se achatando e obtendo um aspecto
aproximadamente periforme. Ainda nesta idade ¢ possivel visualizar alguns tubulos iniciando
0 processo de espermiagdo. Este processo é caracterizado pela liberagdo do citoplasma
residual das espermatides (fig 16), que dara origem a formagio de espermatozéides. Estes
residuos citoplasmaticos serdo posteriormente fagocitados pela atividade das células de

Sertoli.
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E interessante notar nesta idade que, apesar da presenca de alguns tubulos seminiferos
contendo espermatozoides, (fig 17) ainda ndo é possivel visualizar espermatozoéide na iuz dos
tibulos epididimarios (fig. 18). Isto indica que estes animais ainda ndo estdo
reprodutivamente maduros, ou seja, ainda no sdo capazes de fertilizar a fémea. Observagdes
semelhantes foram feitas por Miraglia e colaboradores, (1990) em seu estudo com ratos
albinos. Nestes animais o processo de espermatogénese se torna completo bem antes da fase
em que os espermatozoides alcangam as vias genitais.

Em animais com 30 dias de idade ja é possivel perceber espermatozoides sendo
armazenados na luz do epididimo (fig 19). Entretanto, esta mesma caracteristica ndo pode ser
observada para todos os animais do mesmo grupo. E possivel perceber animais com 34 dias
de idade com desenvolvimento retardatario em relagdo a outros do mesmo grupo de idade
(fig. 20).

Aos 35 dias, idade em que se considerou que os animais atingiram a puberdade, todos
os membros do grupo ja estavam em um estigio cujos tiibulos seminiferos estavam
armazenando espermatozoides (fig. 21) e estes ja alcangaram a regido dos ductos
epedidimarios.

Detalhes da espermiogénese podem ser vistos a0 ME e seguem a seqiiéncia de eventos
descritos por Dym (1983). Sdo eles os eventos que seguem a fase do Capuz, conhecidos
como: fase do acrossoma ¢ fase de maturagdo.

Na fase do acrossoma ocorre condensacio e alongamento do nucleo da espermétide
(fig 22) enquanto que na fase de maturagio ocorre compacta¢do e fagocitose do corpo
residual do citoplasma das espermatides. Finalmente, as células de Sertoli direcionam as
espermatozobides para a luz dos tibulos.

Os espermatozoides resultam de uma maior condensagio € compactagdo da massa de

cromatina das espermatides. A cauda é dividida em seguimentos: regido conectiva, pega
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intermediaria, média e final. Inimeras caudas de espermatozoides puderam ser vistas na luz
dos tiibulos seminiferos de C. callosus com 35 dias (fig 23). Este ¢ um bom indicativo do
estabelecimento de maturidade sexual.

O critério de estabelecimento da puberdade a partir da producio e maturagio de
espermatozdide esta de acordo com critérios de Ortavant et al. (1977) que define desta forma
a maturidade sexual para mamiferos. Entretanto, estes dados contrapdem-se aos trabalhos de
Mello, (1978) que considera que Calomys callosus atingem a puberdade aos 19 dias,

momento em que se tem a descida dos testiculos ao escroto.

S.2- Analise morfométrica

Durante o periodo analisado pode-se verificar importantes modificagdes
morfométricas. Aos 35 dias o valor da média do peso testicular sofreu um acréscimo
equivalente a 68.88 vezes o valor inicial (01 dia). Com relagio aos valores de peso corporeo
pode-se averiguar um aumento de 8.44 vezes para o mesmo periodo observado (tabela 01).

O indice gonadossomatico, obtido da relagdo de peso corporal por peso testicular,
decresce com a idade (tabela 01). Isto mostra que em idades iniciais os testiculos sdio muito
pequenos em relagdo ao corpo. O indice gonadossomético € um dado bastante utilizado na
comparagio entre espécies. Este valor geralmente esta associado com a taxa de produgio de
espermatozoides pelas espécies. Quando estes dados estio associados a idade, é possivel
perceber que indices menores ocorrem para animais de idades mais avangadas (tabela 01), ou
seja, idade em que j& iniciou o processo de espermiogénese.

Apesar do aumento do peso dos testiculos ocorrer de forma bem mais acentuada que o
ganho de massa corpérea (tabela 01), pode-se perceber que existe grande correlagdo positiva

entre estes dados (fig. 24). Esta correlagdo provavelmente esta associada 4 influéncia da acdo

de hormdnios esterdides, dado que estes atuam tanto no desenvolvimento dos testiculos
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quanto do corpo. Esses hormonios controlam tanto a proliferagdo e diferenciagdo das células
espermatogénicas, como processos anabolicos e catabdlicos gerais como crescimento do
esqueleto, crescimento da musculatura esquelética, distribuigdo subcutanea de tecido adiposo,
dentre outros (ROSS; ROWRELL, 1993). Com base nesta mesma idéia Ekwall e
colaboradores, (1984) sugerem que o peso de testiculos, vesiculas seminais ¢ at¢ mesmo dos
rins pode ser estimado com base nos valores de pesos corporais.

O acréscimo de peso de testiculo ocorre de forma aproximadamente linear até os 27
dias de idade. A partir desta idade ocorrem variagdes bruscas para estes valores (fig. 25). E
interessante notar que estes dados estdio associados a dados morfologicos. A partir dos 28 dias
de idade ocorrem variagdes, para grupos de mesma idade, quanto ao tipo celular mais
desenvolvido. Animais com 28 dias ja estdo produzindo espermatozodides, enquanto que, para
alguns dos animais de 32 dias o tipo celular mais desenvolvido foi a espermatide.

Ainda com base no ganho de massa testicular com idade, observa-se que o primeiro
pico de crescimento ocorre aos 13 dias (fig. 25). Essa idade corresponde a fase de formagao
da luz dos tabulos. Até os 21 dias o crescimento dos testiculos ocorre de forma lenta,
acelerando a partir dos 25 dias. Esta idade corresponde ao inicio da espermiogénese.

Vergouwen, e colaboradores, (1993) em estudos com populagdes de camundongos
também observou variacdes de crescimento testicular que se deu de forma mais acentuada em
fases proximas a puberdade. O autor justifica que o pequeno aumento dos testiculos em fases
iniciais deve-se ao fato de tratar-se de um periodo de desenvolvimento de células
germinativas. O crescimento acelera com o aumento de divisdes celulares, por agdo de
hormonios.

E importante notar que nio somente os valores de peso corporal e massa testicular se
encontraram correlacionados significativamente, mas sim todos os demais pardmetros

observados (Tabela 04).
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Valores de didmetro de tubulos crescem de forma linear com a idade (grafico 03).
pstes resuitados tambeém foram observados por inumeros outros autores. Miragiia ¢
testiculos em populagoes de ratos e coelhos, respectivamente, sugeriram que O crescimento
dos tubuios seminiferos sao os principais responsaveis peio aumento de voiume testicuiar. O
mesmo pode ser descrito para Calomys callosus, uma vez o diametro € 0 semi-eixo maior sao
0s parametros que apresentam os maiores indices de correlagdo com volume (Tabela 04).

O volume dos testiculos sofre um acréscimo de 913 vezes para o periodo de 01 a 35
dias (tabela 02). Assim como o didmetro, os valores de massa testicular estdo positivamente
correlacionados com o volume (tabela 04). Entretanto, € possivel perceber que aos 13 dias ha
uma variagdo no pico de crescimento do volume, de maneira oposta ao que ocorreu para
valores de peso testicular (fig. 27).

Diferente do que ocorre para valores de didmetro, peso e volume, 0 aumento na
proporgdo de thbulos seminiferos em relagdo ao intersticio € mais acentuado em idades
iniciais: de O1 a 10 dias de idade (grafico 05). A partir desta fase os tibulos crescem de forma
linear, entretanto, lenta. Estas observagdes também foram feitas por meio de analise
morfologica, na qual foi descrito o crescimento dos tubulos que ndo for acompanhado pelo
crescimento do intersticio em idades iniciais.

Desta forma, fica mais uma vez evidente que o crescimento dos testiculos em massa e
volume esta associado ao crescimento dos tubulos seminiferos durante toda a fase de
desenvolvimento. Entretanto, uma pequena variagdo na proporgéo de tabulos em relagio ao
intersticio ocorre a partir dos 10 dias de idade. Isto indica que o intersticio tende a crescer a
partir desta fase, mantendo a proporgio entre estes dois pardmetros mais ou menos estaveis
com a idade (fig. 28). Assim, a partir desta idade, o intersticio torna-se mais um componente

importante no crescimento dos testiculos.
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A analise morfometrica ainda nos Permite perceder que INdividuos de mesma idade
podem apresentar desenvolvimento testicular diterenciado. kstas variagoes podem interterir
nos resuitados de correiagao, uma vez que interferem nas medias € $a0 diagnosticados por
meio de vaiores de desvio padroes.

Estes achados também foram descritos por Ekwail e coiaboradores, (1984). Segundo o
autor tais variagdes no desenvolvimento testicular tornam-se significantes em trabalhos que
envolvam investigagdes experimentais. Nestes casos, € necessario que se atente ao n amostral.
Este autor sugere ainda a obtengdo de animais com idades bem definidas e com tendéncias a
valores comuns de peso corporal e testicular.

E importante salientar que aos 35 dias de idade, quando se considerou a puberdade
destes animais, todos os individuos do grupo apresentavam uma mesma fase de
desenvolvimento. Além disso, os pardmetros de peso corporal e testicular para esta idade
apresentam um baixo valor de desvio padrdo (tabela 01), o que indica que todos os individuos
realmente estfio numa mesma fase do desenvolvimento.

Tudo isto indica que a idade por si s6 ndo pode ser considerada como um bom
indicativo da fase do desenvolvimento testicular. Ninhadas diferentes tém ritmo de
crescimento e diferenciagio distintos. Portanto, a idade fornece uma id¢ia aproximada da fase
do desenvolvimento testicular dos animais. E importante que este dado esteja associado a
outros, tais como peso corporal e também peso e volume de testiculos. Ekwall e
colaboradores (1984) descrevem que a melhor maneira de se definir a fase do
desenvolvimento de testiculos é observando-se qual € a célula mais diferenciada que constitui

o epitélio seminifero.
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3.3 rormagav 4a Darreira femaw 1 esucuiar

A progressio do lantanio ao longo do epitéiio seminifero e o estudo da presenca de
especializagdes de membrana permitiu diagnosticar o momento da formagdo da BHT em C.
cailosus. O lantanio é um excelente indicador de movimento de moléculas biologicas através
de canais intercelulares de tecidos (JONES, 1978), cuja molécula possui 0.92 um de didmetro
(ROBINSON & STOKES, 1970).

Em fases iniciais do desenvolvimento puberal (01-12 dias), o lantanio se comporta de
maneira similar de modo a se difundir entre todas as células que compdem o tecido (Fig 29).
Até esta fase nenhum tipo de jungio de membrana estava evidente no epitélio seminifero de
C. callosus.

Aos 13 dias de idade foi possivel perceber a existéncia de jungdes de aderéncia do tipo
desmossomo no epitélio seminifero (Fig 30). Nesta idade o tipo celular mais desenvolvido séo
os espermatocitos primarios em leptoteno.

Os desmossomos fazem parte de um conjunto de especializagdes de membrana
denominadas jungdes de aderéncia. Sua fungdo e unir celulas vizinhas por meio de conexado de
elemento do citoesqueleto (ADAMS & NELSON, 1998).

Os resultados indicam que o aparecimento destas jungdes representa ponto de partida
na formag@o de Barreira. E possivel perceber que em locais onde estas jungSes se encontram
ocorre parada do lantanio, ou diminuigdo da intensidade com que este tragador se propaga por
entre as células. B importante salientar que nem sempre o tragador se difunde por entre as
células de maneira eficiente e, portanto, estes resultados podem ser causados pela dificuldade
de penetragio do lantnio, até mesmo em fungdo da atividade de células midides.

Fawcett e colaboradores, (1970) ao estudarem barreira no corpo animal afirma que as

células mioides definem a formagdo de barreiras incompletas ja que, uma vez comprovada a
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atividade destas ceiuias, alguns tragadores nao conseguem atravessar toda a espessuia Go
epitelio seminifero.

E interessante notar que o surgimento destas jungdes de aderéncia coincide com a fase
em que o lumen testicular se encontra em um estagio de desenvoivimento bastante avangado.
Estes eventos parecem estar fisiologicamente relacionados. Comparando-se a morfologia do
epitélio de animais com 13 dias e idades anteriores (11 e 12 dias) percebe-se que tais jungdes
parecem estar atuando no direcionamento de secregdes das células de Sertoli para regides
mais apicais.

A aparéncia de tabulos com 12 dias de idade podem comprovar esta idéia uma vez que
espagos entre as células (provenientes da secregdo das células de Sertoli) sdo observadas em
toda a extensao do epitélio seminifero.

Tais resultados diferem dos resultados obtidos por Vitale e colaboradores, (1973) e
também dos achados por Sun & Gondos, (1986) pela analise do epitélio seminifero de
mamiferos. Segundo estes autores a presenga de jungdes oclusivas no epitélio seminifero
coincide com a formacgdo de abertura do lamen nos tubulos seminiferos. Entretanto, para
Calomys a formagio de lamen precedeu a existéncia de jungdes oclusivas coincidido com o
surgimento de jungdes de aderéncia.

Aos 15 dias de idade sio diagnosticadas as primeiras jungdes oclusivas entre as
membranas das células de Sertoli ¢ esta idade coincide com o surgimento de espermatécitos
em profase meidtica compondo o epitélio seminifero. As jungdes de oclusdc passam a ser
mais frequentes a partir dos 16 dias de idade. Trata-se do surgimento de jungdes do tipo

“tight”. Estas
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seriada e é comum encontrar cisternas de reticuio endoplasmatico rugoso em regioes
proximas as areas de jungdes oclusivas.

A aparéncia destes complexos juncionais do tipo “tight” observados para C. callosus
sdo semelhantes aos descritos por outros autores para outras espécies de mamiferos
(NAKANO & SUZUKI (1976); FLICKINGER & FAWCETT (1967); DYM & CAVICCHIA
(1977). Entretanto, o significado da presenga de reticulo assim como o arranjo seriado destas
estruturas ndo estio bem compreendidos. O tragador ¢ interrompido logo na primeira jungio
encontrada (SUN & GONDQOS, 1986).

O arranjo seqiiencial destas estruturas pode ser importante para reforgar as teorias que
tentam explicar o processo de abertura e fechamento das jungdes do tipo “tight” para a
passagem de espermatocitos em pré-leptoteno ou leptéteno do compartimento basal para o
compartimento adlumial.

Segundo a “teoria do zipper”, uma juncdo se abre, acomoda o espermatocito na fase de
pré-leptoteno/leptoteno, que permanece nesta regido enquanto estas estruturas juncionais se
reorganizam (PELLETIER & BYERS, 1992; PELLETIER et al,, 1997). De acordo com a
teoria do compartimento intermediario, elaborada por Russell (1977), forma-se um
compartimento intermediario ocupado por células germinativas que estdo se dirigindo para o
compartimento adlumial. Entretanto, nenhuma destas teorias consegue explicar os mecanismo
regulatorios envolvidos neste processo, além disso, nenhuma delas poderiam ser validadas se
nio houvesse sido comprovado que tais jungdes se organizam em seqiiencia, dado que ambas
teorias afirmam que a passagem pelos compartimentos ocorre de modo gradual. Além disso, a
presenga de reticulo endoplasmatico nas proximidades das jungoes podem ser importantes
para o recrutamento de proteinas necessarias para a reconstru¢ao das jungdes oclusivas.

Ainda em animais de 15 dias, foi observado que epitélio seminifero adquire uma

organizagdo estruturada de forma logica. As células germinativas se encontram sempre



envoltas pelo citoplasma das celulas de Sertoli. As espermatogénias e espermatocitos pre-
leptoteno e leptoteno se encontram nas regides basais do epitélio. Os espermatdcitos da tase
zigoteno adiante, se encontram em regides mais proximas a luz (Fig 31 e 32),

Quanto ao comportamento do tragador eletron-denso, pode-se observar que a partir
dos 15 dias de idade ocorre parada deste tragador que ¢ impedido de atingir a area luminal
pela acdo de jungdes de oclusdo observadas entre as células de Sertoli (Fig 33, 34 e 35).
Assim, pode-se afirmar que aos 15 dias de idade esta definido o inicio da formacdo da BHT.
Esta define a formag#o de um epitélio compartimentalizado: uma area basal composta por
espermatogdnias € espermatocitos primarios em leptoteno, e uma regido adluminal composta
por espermatdcitos em fases adiantadas da profase meidtica e espermatocitos secundarios.
Estes resultados sdo semelhantes aos descritos em ratos por Levy (1999). Este autor
demonstra que, para estes animais, a formag3o da barreira ocorre entre 16 e 19 dias de idade.

Assim, é possivel notar que a formagdo da BHT ¢ requerida antes que se estabeleca a
formacdo de espermatozoides. Afinal, foi observado que a formagio da barreira coincide com
o aparecimento de espermatocitos em paquiteno nos tibulos seminiferos. Estes achados foram
descritos por intimeros outros autores (BERGMANN & DIERICHS, 1983; SUN &
GONDOS, 1986; SILVA, 1987, CHENG & MRUK, 2002). Portanto, a formagdo da BHT em
Calomys callosus, assim como em outros mamiferos, esta diretamente relacionada ao inicio
do processo de meiose. A relagdo fisiologica destes eventos estd na formagdo de
microambientes eficientes na protecio de células haploides de fatores imunogénicos presentes

na circulagdo sanguinea. Esta barreira se inicia aos 15 dias de idade para C. callosus.
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Tabela 01: Dados morfométricos de C. callosus do nascimento aos 35 dias de idade

Idade Peso SD* Peso SD* Indice
(dias) corporal testicular Gns'

@ (¢)]
01 2424 £0.175 0.001  0.001 2693.833

02 2944 +0644 0002 +0.001 1549.579
05 3.683 +0.774 0.002  +0.001 1938.211
10 7226 0904 0005 +0.002 1505515
11 5942 +1.256 0.005 +0.001 1188.466
12 6.569 +1.103 0.007 +0.001 925272
13 8.635 $2475 0.011 +0.005 792.236
14 8306 +1.347 0.009 +0.002 883.606
15 9590 +1.442 0.010 +0.001 978.531
16 11.068 +0.954 0.014 10.003 773.958
17 10.698 +1.862 0.016  +0.008 652.325
18 11.950 $2.091 0.017 +0.005 690.751
19 12.204 £3.207 0.016  20.004 772432
20 12.406 12562 0.021 +0.010 587.976
21 13.674 $2425 0.020 +0.005 687.122
25 16.942 4356 0.030 +0.007 564.742
26 17.685 +8.037 0034 10.012 524.788
27 17.384 18282 0.049 +0.034 356.954
28 24.590 4.673 0069 +0.026 355.352
29 19.091 £3.144 0.045 +0.013 428.045
30 17618 +1.740 0.047 $0.020 373.260
31 17.183 +2.199 0.041 +0.011 418.071
32 17.577 12.036 0.037 $0.013 471.234
33 20.559 +5367 0.060 +0.038 343.799
34 23.286 16.788 0.065 +0.036 356.055
35 20464 0461 0.062 +0.002 332.751

" Indice gonadossomatico
* Desvio padrdo



Tabela 02: Dados histomorfométricos dos testiculos de C. callosus do nascimento aos 35 dias

de idade

ldade Eixo SD Eixo SD Volume
maior menor (cm®)
(cm) (cm)

01 0.106 +0.005 0.048 +0.005 0.0005
02 0.158 +0.030 0.110 +0.009 0.0045
05 0.160 0.014 0.123 $0.004 0.0057
10 0.330 +0.000 0.210 +0.000 0.0342
11 0315 +0.021 0.210 +0.000 0.0327
12 0340 +0.028 0.195 +0.007 0.0304
13 0.305 +0.007 0.170 +0.042 0.0207
14 0.343 +0.032 0.208 10.004 0.0349
15 0370 +0.042 0.185 +0.021 0.0298
16 0523 +0.060 0.193 £0.011 0.0459
17 0523 +0.032 0.200 *0.014 0.0492
18 0615 +0.000 0.205 $0.007 0.0608
19 0.605 +0.007 0.310 +0.014 0.1369
20 0570 +0.042 0325 +0.021 0.1418
21 0520 +0.027 0309 +0.049 0.1169
25 0630 $0.028 0.340 +0.042 0.1715
26 0500 +0.000 0.298 +0.018 0.1046
27 0511 0114 0.281 +0.061 0.0950
28 0605 +0.000 0408 :0.004 0.2372
29 0678 +0.064 0.441 +0.042 0.3106
30 0615 $0.116 0420 $0.063 0.2556
31 0635 +0.051 0.403 +0.031 0.2429
32 0606 $0.035 0.376 +0.049 0.2018
33 0.766 +0.156 0456 +0.053 0.3752
34 0623 +0.068 0.394 +0.033 0.2278
35 0.775 +0.049 0500 +0.000 0.4565
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Figura 24: Correlagéo entre peso testicular e peso corporal em C. callosus para diferentes
idades
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Figura 25: relagdo de crescimento de peso testicular com a idade em C. callosus



Idade x Diametro

250
{;<>
- L SR
20— &
e
s
<
150 <> 94
<> Diam tub o
oo
57
too-+ ,C’<>“’
<
-
&
5045
f ! } % {
0 10 20 30 40

ldade (dias)

Figura 26: relagfo entre idade X didmetro dos tibulos em C. callosus.
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Figura 27: relagdo de aumento de volume com a idade em C. callosus.
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Figura 28: rclagdo da area correspondente aos tabulos seminiferos com a idade em C.
callosus.
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