EFEITOS DA BIOPSIA INCISIONAL TESTICULAR SOBRE O RENDIMENTO
INTRINSECO DA ESPERMATOGENESE E INDICES DE CELULAS DE
SERTOLI EM CAES

Rebeca Marques Mascarenhas!
Tarcizio Anténio Rego de Paul &
Moacir CarretaJaniort
ElisaCrigtinaSilvaRibero
LuanaRodrigues Borboleta
Sérgio Luis Pinto daMatta®

RESUMO

Foram utilizados testicul os de seis caes adultos, entre 3 e 7 anos de idade, sem racadefinida, mantidos no canil
experimental do Departamento de VeterinariadaUniversidade Federa deVigosa-MG. Osanimaisforam submetidos
abiopsiaunilateral testicular e castrados 60 dias depois. Nao foram observadas alteragdes, no testicul o biopsiado ou
no testicul o contralateral, napopul agéo celular no estadio 1 do ciclo do epitélio seminifero, assim como no rendimen-
to intrinseco da espermatogénese e nas relacfes quantitativas entre células de Sertoli e células da linhagem
espermatogénica.
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ABSTRACT

EFFECTS OF TESTICULAR INCISIONAL BIOPSY ON THE INTRINSIC YIELD OF
SPERMATOGENESIS AND SERTOLI CELLS INDEX IN DOGS

Testicles of six adult dogs between 3 and 7 years of age were used, from animals without defined race which
were kept at the experimental kennel of the Department of Veterinary Medicine of the Federal University of Vicosa,
MG. The animalswere submitted to aunilateral testicular biopsy and were castrated 60 days|later. No alterationswere
observed, either in the testicle subjected to the biopsy or in the lateral testicle, on the cell population at the stage 1 of
the seminiferous epithelium cycle, as well as on the intrinsic yield of spermatogenesis and on the quantitative
rel ationships between Sertoli cellsand germ cells.
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INTRODUCAO

A bidpsiaincisional testicular € uma técnica
extremamente Util na verificacdo do processo
espermatogéni co em animais e humanos com disturbios
da fertilidade, determinando seguramente alteracdes
como aplasia das células germinais, hipoesper-
matogénese, hipogonadotropismo, inflamacgdes e
neoplasias (Lopateet al, 1989; Threlfall & Lopate, 1993;
Attia et al, 2000). O estudo qualitativo do epitélio
seminifero e o quantitativo das relagcbes entre as
diferentes geracBes celulares que o compdem sdo
imprescindiveis para o diagndstico final, auxiliando na
prescricdo de um protocolo de tratamento e no
progndstico (Franga et al, 1995; Threlfall & Lopate,
1993; Russell et al, 1993; Wing & Christensen, 1982).
Fragmentos testicul ares obtidos por biépsiaincisional
fornecem amostragem significativa de paréngquima
testicular (Hunt & Foote, 1997), provendo informagdes
que sao representativas para ambos os testiculos
guando estes apresentam tamanhos comparaveis
(Lopate et al, 1989). Assim, abidpsiatesticular pode
também ser usada na descricdo histoldgica
quantitativa e qualitativado parénquimatesticular em
espécies silvestres, sem a necessidade de castracéo
(Bittencourt, 2003; Guiéo Leite, 2002).

A bidpsiatesticular é utilizadacomreceio devido a
possibilidade do ato cirlrgico ocasionar lesdes no
paréngquimatesticular e afetar aqualidade esperméticae
afertilidade (Attiaet al, 2000; Threlfall & Lopate, 1993),
por invadir abarreirahemato-testicular (Attiaet al, 2000).
Algumas|esdes podem ser observadas pelo ato cirdirgico,
como aderénciaefibroselocal, porém seminterferir com
afuncéo testicular no testicul o biopsiado ou no testiculo
contralateral (Lopateet al, 1989). Hunt e Foote (1997),
observaram em caes um pequeno decréscimo no Nimero
de espermatozéides ejaculados e no tamanho testicular,
sem alteracdo na frequéncia relativa dos estadios do
ciclodo epitélio seminifero alongo prazo. Attiaet al (2000)
relatam a formac&o de anticorpos antiespermatozoides
apos bidpsiatesticular, mas ndo o suficiente parainterferir
na producdo e na motilidade destes de forma negativa.

O testiculo é constituido por dois compartimentos:
o tubular e o intertubular. No primeiro, localizam-se as
célulasgerminativas e as célulasde Sertali e, no segundo,
esta todo o aporte de vasos sangtiineos e linfaticos,
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célulasde Leydig, fibroblastos, macréfagos e mastécitos.
As células direta ou indiretamente envolvidas na
producédo dos gametas masculinos:. (células de Sertoli,
célulasgerminativas, célulasde Leydig, células midides
peritubulares, leucécitos, etc.) mantém um sistema
paréacrino/autécrino, que modulaumaintrincadarede de
interacdo celular, fundamental para o perfeito
funcionamento do testiculo (Schlatt et al, 1997).

Transversalmente ao epitélio do tlbulo seminifero,
sdo arranjadas cerca de quatro geragoes de células da
linhagem espermatogénica em diferentes fases de
desenvolvimento. As gerages mais imaturas est&o
dispostas junto a base e as geragdes mais avancadas,
proximo aluz do tlbulo. Cada geragéo apresenta um
desenvolvimento progressivo e rigorosamente
sincronizado com as demais, formando um fluxo em
direcéo a luz do tubulo, onde serdo liberadas como
espermatozoides. Pode-se observar uma ciclica
sucessdo de oito arranjos distintos entre as diferentes
geragdes, denotando os estédios do ciclo do epitélio
seminifero, segundo o método da morfologia tubular
(Berndtson, 1977). A duragdo do processo
espermatogénico no céo é de aproximadamente 60
dias, ou seja, € 0 tempo necessario para uma
espermatogobnia ser liberada na luz do tabulo
seminifero sob a forma de espermatozoéides. Assim,
findo este prazo, nenhuma geracéo destas células
estaria sob efeito direto de determinada alteracdo
testicular, por exemplo, umabiodpsia.

As razfes entre as populacdes das diferentes
geracdes de células germinativas em secgdes
transversais detlbulos, no estadio 1 do ciclo do epitélio
seminifero, constituem o rendimento intrinseco da
espermatogénese, sendo uma maneira bastante acurada
de seanalisar aeficiénciado processo espermatogénico.

Estaabordagem, narealidade, permite comparagdes
entre diferentes espécies, servindo ainda como fator de
corregdo paraas contagens obtidas através de diferentes
metodologias e com cortes histoldgicos de espessuras
variadas (Paula, 1999). Classicamente, trés indices séo
utilizados para avaliagéo das diferentes fases da
espermatogénese: a) o coeficiente de eficiéncia de
mitoses espermatogoniais, o qual quantifica o grau de
perdas celulares na fase espermatogonial ou
proliferativa; b) o rendimento meidtico, que avalia a
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eficiénciadas duas divisdes mei éticas; ¢) e o rendimento
geral da espermatogénese, no qual a eficiéncia do
processo espermatogénico como um todo éinvestigada.

Neste sentido, este estudo objetivou a avaliacéo
do efeito da bidpsia unilateral testicular, 60 dias apds a
cirurgia, em ambos os testicul os, sobre a populagéo
celular no estédio 1 do ciclo do epitélio seminifero, assim
como o rendimento intrinseco da espermatogénese e as
relagBes quantitativas entre células de Sertoli e células
dalinhagem espermatogénica.

MATERIAL E METODOS

Foram utilizados testiculos de seis cées adultos,
entre 3 e 7 anos deidade, sem raga definida, mantidos no
canil experimental do Departamento de Veterinaria da
Universidade Federa de Vigosa, MG. Os cées foram
submetidos abidpsiaunilateral testicular e castrados 60
diasdepois. O fragmento obtido por bidpsiafoi utilizado
como controle, enquanto ambos os testiculos foram
avaliados quanto aos efeitos da cirurgia sobre o
processo espermatogénico.

Para a de biépsiatesticular, 0 animal foi mantido
sob anestesiageral, pelaassociagdo quetaminaexilazina
nadose 10 mg/kg e 1 mg/kg, respectivamente. A pele do
escroto eatunicafibrosaforamincisionadas, expondo a
albugineatesticular. Um fragmento cilindrico de quatro
milimetros de didmetro e cinco milimetrosde comprimento
foi retirado com auxilio de um bisturi circular e
imediatamenteimerso em solucéo de glutaraldeido a4%
em tampéo fosfato 0,1mol L, pH 7,4. A albuginea
testicular, a tinica fibrosa e a pele foram suturadas,
separadamente, com pontos simplescom fio poliglactina
910 (Vicril®, 3-0—Ethicon). Paraacastracao, foi utilizada
técnica convencional. Nenhum dos animais foi
sacrificado apds aexperimentacao.

Os testiculos castrados foram seccionados
sagitalmente e imediatamente imersos em solugéo
fixadorade glutaraldeido a 4% em tampao fosfato 0,1
mol L, pH 7,4. Ap6s a fixagéo, coletou-se de cada
testiculo um fragmento, em sua regido média, para
montagem de lamina histolégica. Para estudo ao
microscépio de luz, tanto os fragmentos obtidos por
bi6psia como os fragmentos testiculares obtidos por
castragao foram desidratados em série crescentes de
acoois e incluidos em resina pléastica a base de glicol
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metacrilato. Com micrétomo rotativo dotado de
navalha de vidro foram feitos cortes histol dgicos de
quatro um de espessura, os quais foram corados com
azul de toluidina-borato de sodio.

Foram computadas as populacbes de
espermatogonias do tipo A, espermatcitos primarios,
espermatides arredondadas e células de Sertoli, em dez
seccOes transversais circulares de tdbul os seminiferos,
em cada animal. Através destas, foram calculados os
rendimentos intrinsecos da espermatogénese, 0s quais
correspondem ao coeficiente de eficiéncia de mitoses
espermatogoniais (populacdo de espermatocitos
primérios/populagéo de espermatogdnias), rendimento
meiético (populacdo de espermétides/populagdo de
espermatoécitos primarios), e rendimento geral da
espermatogénese (populagdo de espermétides
arredondadas/populacédo de espermatogdnias). Os
indicesindicativos da capacidade suporte das células
de Sertoli também foram cal culados (total de células
germinativas ou populacédo de espermatides /
populacéo de células de Sertali).

Todas as populagBes foram computadas no
estadio 1 do ciclo do epitélio seminifero, segundo o
método da morfologia tubular (Berndtson, 1977). As
populacdes celulares obtidas foram corrigidas, tendo
por base aférmulade Abercrombie (1946) modificada
por Amann (1962), que considera o diametro de seus
nucleos e a espessura do corte histol 4gico.

Foram realizados célculos da média, desvio-
padrdo, coeficiente de variagdo e teste de diferenca
de médias populacionais (teste t de Student).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste estudo, as populacdes encontradas nos
fragmentos obtidos por bidpsia testicular, foram
utilizados como control e paraos efeitos do procedimento
cirtrgico por refletirem osreais parametros quantitativos
do processo espermatogénico. As populagdes das
diferentes geracdes celulares por seccdo transversal de
tubulo, no estédio 1 do ciclo do epitélio seminifero, ndo
apresentaram variagdes (p>0,05) (Tabela 1), entre os
diferentes fragmentos de bidpsia, testiculo biopsiado e
contralateral, sendo observados de 1,2 a 1,5
espermatogdnia, 20 a 20,9 espermatécitos primariosem
leptéteno, 24,5 a 26,2 espermatécitos primarios em
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paquiteros, 71,2 a 72,3 espemétides arredondadase 7,2 a
8,9 célulasde Sertoli. Estesvaloresforam semelhantes
aos observados por Paula (1992), trabalhando com cées
namesma faixa etaria. Assim, abiépsia testicular ndo
afetou a populagéo das diferentes geracfes de células
germinativas 60 dias depois.

Perdas celulares durante as divisdes
espermatogoniais podem ser consideravel mente altas,
Vvisto que 0 nimero de células entrando nafase meidtica
deve ser gjustado para o nimero que a célulade Sertoli
pode suportar (Roosen-Runge, 1973; Sharpe, 1994). No
epitélio seminifero, a apoptose de células germinativas
ocorre normal mente de formaespontaneaou em resposta
a varios fatores, como quimioterapia, temperatura
elevada, disturbios hormonais e diminuigéo de fatores
de crescimento (Blanco-Rodriguez & Martinez-Garcia,
1998; Henriksen & Parvinen, 1998; Sinha-Hikim &
Swerdloff, 1999). O modo de degeneracédo das células
germinativas é espécie-especifico, mas, em geral,
ocorre durante as divisdes mitéticas e meioticas
(Roosen-Runge, 1973), refletindo-se nos rendimentos
intrinsecos da espermatogénese. Neste experimento,
os indices do rendimento intrinseco da
espermatogénese ndo foram afetados pela bidpsia
testicular, ndo revelando assim alteracdes
significativas quando comparados os dados obtidos
do fragmento de bidpsia e dos testiculos removidos
60 diasapbsacirurgia(Tabela?2). Cercade 15,8 16,4
espermatdcitos primarios foram formados a partir de
uma espermatogoénia do tipo A nos trés fragmentos.
Entre 2,7 e 3,0 espermétides foram produzidas a partir
de um espermatécito priméario. Como teoricamente
cada espermatécito produziria 4 espermétides, houve
umaperda estimadade 25 a 32,5 % durante 0 processo

mei6tico nos trés fragmentos, permanecendo dentro
do esperado nesta espécie (Franca & Russell, 1998;
Paula, 1992). Como néo sdo significativas as perdas
observadas durante a espermiogénese (Russell &
Clermont, 1977), o nimero de espermatides
arredondadas computadas no estadio 1 do ciclo do
epitélio seminifero é considerado como a popul acéo
de espermatozéides. Assim, o rendimento geral da
espermatogénese observado no momento da bidpsia
e 60 dias depois, em ambos os testicul s, permaneceu
entre 51 e 65 espermatozdides originados de cada
espermatogbéniaA, também de acordo com o observado
em cdes SRD namesmafaixaetaria(Paula, 1992).

As células de Sertoli desempenham papel
fundamental naregul acéo do processo espermatogénico
(Russell & Griswold, 1993). Dentre as muitas funcdes
desempenhadas por esta célula, incluem-se o suporte e
anutricao das células germinativas em desenvol vimento,
acompartimentalizagao do epitélio seminifero, aliberacdo
de espermatozoides no lume tubular, a secrecdo de
fluidos e proteinas, afagocitose de células germinativas
em degeneracdo e do excesso de citoplasma das
espermétides em espermiagdo, etc. (Franca & Russell,
1998). Entre as células de Sertali, hajungdes altamente
especializadas, conhecidas como zénulas de oclusdo ou
“tight junctions’. Estas juncfes formam a barreira de
células de Sertoli (também conhecida como barreira
hemato-testicular), aqual, além de controlar o fluxo de
substancias no epitélio seminifero, delimita dois
compartimentos, o basal e o adluminal (Russell et al,
1990). Intervencdes cirurgicas testiculares que
ocasionem lesdes no parénquima testicular poderiam
afetar aqualidade espermaticaeafertilidade (Attiaet al,
2000; Threlfall & Lopate, 1993), por invadir a barreira

Tabela 1 - Populagdo celular por secggo transversal de tlbulo seminifero no estadio 1 do ciclo do epitélio seminifero dos fragmentos
provenientes de biopsia e de ambos os testiculos castrados apos 60 dias *.

Populagéo celular

Espermatogdnia  Espermatdcito Primario Espermatécito Espermatide Célula de

Tipo A Pré-Leptdteno/Leptéteno  Primario Paquiteno Arredondada Sertoli

Biopsia 1,304 20,3t5,3 25,7452 71,3+17,8 8,9+1,8
(30,8) (26,1) (20,2) (25,0) (20,2)

Castrac&o contralateral 1,2+0,3 20,0+2,2 24,5+3,1 72,3+9,3 7,2+1,4
(25,0) (11,0) (12,6) (12,9) (19,4)

Castrag&o biopsiado 1,5+0,5 20,9+2,3 26,2+3,8 71,2+14,6 8,2+1,8
(33,3 (11,0 (14,5) (20,5) (21,9)

"Dados apresentados em média + desvio-padréo (coeficiente de variagéo).
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Tabela 2 - indices de célula de Sertoli e rendimentos intrinsecos da espermatogénese por seccdo transversal de tdbulo seminifero do
fragmento de biopsia e de ambos testiculos de animais castrados ap6s 60 dias’.

indices de célula de Sertoli

Rendimento intrinseco da espermatogénese

Tratamento Total de células Espermatides

espermatogénicas arredondadas CEME M RGE

Biopsia 13,3£1,9 8,0+1,3 16,4+4,6 2,8+0,3 55,9+10,1
(14,3) (16,25) (28,0) (10,7) (18,1)

Castracao contral ateral 16,9+3,5 10,4+3,0 18,3+5,2 3,0+0,6 65,3£15,5
(20,7) (28,8) (28,4) (20,0) (23,7)

Castrag&o biopsiado 15,0+£3,7 8,9+2,3 15,8+6,3 2,7+0,4 51,0+12,0
(24,7) (25,8) (39,9 (14,8) (23,5)

“Dados apresentados em média mais ou menos desvio-padréo (cqeficiente de variagdo).
Coeficiente de eficiéncia de mitoses espermatogoniais (CEME); Indice meidtico (IM); rendimento geral da espermatogénese (RGE)

hemato-testicular, expondo o contelido celular hapl 6ide
do compartimento adluminal (Attiaet al, 2000).

A populacéo de células de Sertoli no epitélio
seminifero é constante ao longo detodaavidado animal
(Franca& Russdll, 1998; Sharpe, 1994; Franga, 1991; Patil
& Saidapur, 1991; Wing & Christensen, 1982). Em caes
adultos, a populacdo deste tipo celular permaneceu
constante em animais de 1 a mais de 10 anos de idade
(Paula, 1992). Em cada espécie, a célula de Sertoli
suporta um namero limitado de células germinativas
(Francacet al, 1999; Franca & Russell, 1998; Orth et
al, 1988), conhecido como indice de célula de Sertoli.
Devido a esta caracteristica, esta célula € utilizada
como uma referéncia para analisar e quantificar a
espermatogénese (Paula, 1999). Neste experimento,
embora a populacao de células de Sertoli tenha
apresentado médias inferiores em ambos os testicul os,
60 dias apOs a bidpsia, estas ndo diferiram
estatisticamente em relacdo a populacéo observada
no momento da bidpsia testicular (Tabela 1),
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